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ONSOZz

Bu ¢alismada insan semen kriyoprezervasyonunda antioksidan maddeler olan koenzim
Q10 ve kurkuminin spermatozoonlar {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Kriyoprezervasyon islemi tiim biyolojik aktiviteyi durdurmak ve gelecekteki
kullanimlar1 i¢in onlar1 korumak adina, hiicrelerin ve dokularin sifirin altindaki
sicakliklara sogutulmasi anlamina gelmektedir. Koenzim Q10 ve kurkuminin htcre de
farkli mekanizmalarla antioksidan 6zellik tasimalar1 nedeniyle birlikte de dondurma
mediumlarina ilave edilip daha etkin bir koruyucu yontem olup olmayacagi
arastirmanin amacidir. Bu ¢alismada;
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1. GIRIS

Yardimla iireme teknikleri (YUT), geleneksel tedavi yontemlerinin basarisiz
oldugu ciftlerde gebelik elde edebilmek icin uygulanan tedavi yontemlerinin tiim{inii
kapsar. Ureme teknolojisindeki hizli gelismeler, bilim adamlarmim uzun yillardir
calistigt YUT tedavilerinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmesini saglamistir. Ozel
birtakim kimyasallar (kriyoprotektan) yardimi ile yapilan biyolojik materyallerin
dondurulmasi igslemi olan kriyoprezervasyon (soguktan koruma yontemi) bu 6nemli

gelismelerden biri olarak 6ne ¢ikar.

Gunimduzde infertilite nedenlerinin %40-50'sinin erkek faktoriine bagli oldugu
bilinmektedir. Erkek infertilitesine ¢dziim arayislar1 YUT kliniklerinde devam etmekle
birlikte, heniiz istenen gebelik basarilar1 elde edilememistir. 1949 yilinda ilk
spermatozoon hiicresinin  dondurulmasindan sonra, dondr programlarinin
spermatozoon dondurulmasini zorunlu hale getirmesi bu konu tlizerindeki arastirmalari
artirmistir. Spermatozoonlarin dondurulup saklanmasi yardimla tireme tedavilerindeki
basariy1 arttirmis ve erkeklerin gelecekteki fertilitelerini korumalari (testis cerrahisi

oncesi, kemoterapi veya radyoterapi dncesi vs.) adina da katki saglamistir.

Spermatozoonlarin  kriyoprezervasyon isleminde hiicrelerin, yapisal ve
fonksiyonel islevlerinin zarar gormemesi ve dollenme yeteneklerinin korunmasi asil
amactir. Basarili bir kriyoprezervasyon uygulamasi i¢in spermatozoon hiicre
sitoplazmasinin kristallesme 0zelligi géz oniline alinmali ve hiicrelerde dondurma
evresine kadar dehidratasyon iglemi yapilmalidir. Hiicre i¢indeki buz kristallerinin
olusmasinit Onlemek adina dondurma islemi i¢in kullanilan koruyucu maddeler
(kriyoprotektanlar) cok yavas ve mekanik olarak karistirarak uygulanir. Buna ragmen
kriyoprezervasyonu yapilmak istenen spermatozoon hiicrelerinin yapisinda ve
fonksiyonunda zararh degisiklikler meydana gelmektedir. Bu istenmeyen degisiklikler
hiicrelerin hareketliliklerindeki azalma, morfolojik degisiklik, membranlarindaki
bitiinliik ve akiskanliklarindaki bozulma, DNA’daki hasarlar, organellerdeki
fonksiyon kayiplar1 gibi 6zetlenebilir. Bu degisikliklere, soguk sok uygulamasi, buz

kristali olusumu, ozmotik degisiklikler, oksidatif stres gibi durumlar neden olur.



Memeli semen sivisi normal sartlar altinda antioksidan enzim ve maddeleri
icerir, ancak bu endojen antioksidan maddeler, dondurma-¢6zme sirasinda olusan
oksidatif degisikliklere kars1 yeterli koruyucu etki gosteremez. Bu nedenle son yillarda
kriyoprezervasyon isleminde kriyoprotektanlarin (KPA) kullanilmasinin yaninda
farkli antioksidan maddeler de denenmistir. Kriyoprezervasyon islemindeki hasar
mekanizmalarimin daha iyi aydinlatilmasi, KPA’larla birlikte hangi antioksidan
maddelerin kullanilmasinin olusacak bu hasar1 en az seviyeye indirebilirligi yoniindeki
aragtirmalar hizla devam etmektedir. Bu maddelerin bulunmasinin yaninda
kullanilacak antioksidan miktarinin da ne kadar oldugu ve hangi hasar
mekanizmalarim1  diizelterek hiicrede meydana gelebilecek zararli degisiklikleri

onledigine dair kesin bir bilgi yoktur.

Bizde calismamizda, insan spermatozoon kriyoprezervasyon islemi sirasinda
literatiirde antioksidan maddeler olarak sunulan kurkumin ve koenzim Q10’u
kullanmay1, bu maddelerin kriyoprezervasyon isleminde, hasar giderici etkilerinin
olup olmadigini1 ve var ise uygun dozlar1 géstermeyi amagladik. Spermatozoonlarda
olusacak; canlilik, hareketlilik, akrozom biitlinliigii, apopitozis ve DNA hasari,
hicrelerdeki total antioksidan ve oksidan miktarlar1 gibi degisikliklerin belirlenmesi
ile pratik kullanimda bu antioksidanlarin KPA’lar i¢inde yer almasi i¢in oncl bir

calisma olmasini ve literatiire katki saglamay1 amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Spermatogenez

2.1.1. Giris

Spermatozoonlarin olusumu spermatogenez adi verilen karmasik bir olaylar
serisiyle gergeklesir. Puberteden kisa bir siire once, hipofiz bezinden salgilanan
gonadotropin seviyelerinin artmasinin etkisiyle baslar ve yasam boyu devam eder

(Pawlina, 2016).

Primordial germ hiicreleri, fetal hayatin ¢ok erken donemlerinde vitellus
kesesinin allantoise yakin boliimiinde endoderm hiicreleri arasinda goriiliir ve epiblast
kokenlidir. Gebeligin besinci haftasindan itibaren hiicreler genital kabartiya dogru gog
etmeye baglar ve altinci haftada biiyiik oranda bu bdlgeye ulagmis olurlar. Seminifer
tiibiiliislerin sdlom epiteli hiicrelerinden olusumunu takiben de germ hiicreleri

gonodosit admnin alir.

Seminifer tlibiiliislerin bazal kisimlarina yerlesen primordial germ hiicreleri
spermatagonyum ismini alir. Pubertenin baglamasimna yakin seminifer tiibiiliisler
kanalize olmaya ve spermatogonyumlardaki mitotik aktivite artmaya baglar (Celik,
2011). Mitotik aktivitenin baglamasiyla birlikte tanimlayict olarak spermatozoon

olusumu ti¢ farkl faza ayrilir:

2.1.2. Spermatogonyal Faz:

Kok hicreler bolunerek kendi yerlerine gececek olan hicreleri ve
spermatogonyum populasyonunu olusturur. Artan boliinme siireciyle birlikte
spermatogonyal hiicreler rutin HE (Hematoksilin Eozin) preparatlarinda ¢ekirdek sekli

ve kondansasyonunda farklilik gosteren Ureme hucrelerini Uretir.

Tip A koyu spermatogonyumlar, mitotik olarak inaktif hticreleri temsil eder.

Yogun bazofilik ve oval niikleuslara sahiptir. Seminifer epitelin kok hiicreleri



olduklar1 disiiniilmektedir. Diizensiz araliklarla boliinerek ya tip A koyu

spermatogonyumlari ya da tip A agik spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A agik spermatogonyumlar, soluk boyanan bir ¢ekirdege, kiiresel
mitokondriyonlar, kiigiik bir golgi kompleksi ve ¢ok sayida serbest ribozoma sahiptir.
Artmig mitotik aktivite gosterip ayni tip daha fazla hiicre veya tip B

spermatogonyumlari olusturur.

Tip B spermatogonyumlar, genel olarak c¢ekirdek zar1 boyunca ve merkezi bir
cekirdeke¢igin ¢evresinde genis kiimeler olusturacak sekilde yogunlagmis kromatini
bulunan yuvarlak ¢ekirdege sahip hticrelerdir. Bu spermatogonyumlar mitoza girerek

primer spermatozoonlari olusturur.

Bir tip A koyu spermatogonyumunun iki tip A ag¢ik spermatogonyuma
boliinmesinin farkli bir 6zelligi, kardes hiicrelerin ince bir sitoplazmik koprii ile
birbirine bagli kalmasidir. Bu durum, tip A agik spermatogonyumlarinin soyu boyunca
ardigik her mitotik boliinmede ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde baslangigtaki tip A acik
spermatogonyum ¢iftinin tiim soyu bir dizi seklinde baglantili hale gelir. Bu
sitoplazmik baglantilar spermatid maturasyonunun son evrelerine kadar bozulmadan

kalir ve ana agik hiicrelerden gelen tiim hiicreler senkronize olarak gelisir.

Birkag mitotik bolunmeden sonra, tip A spermatogonyumlar tip B
spermatogonyumlara farklilagir. Spermatogonal fazdaki son olay tip B

spermatogonyumlarin gdriiniimii olarak kabul edilir.

2.1.3. Spermatosit Fazi1 (Mayoz):

Primer spermatositler mayoz boliinmeye girerek hem kromozom sayilarini hem

de DNA miktarmni yariya indirir.

Mitotik  boliinmelerle sayilarini arttiran B spermatogonyumlar primer
spermatositleri olusturur. Primer spermatositler mayotik aktiviteye baglamadan 6nce
DNA’larin1 esler. Bu durumda normal sayida kromozom (2n), iki kat1 miktarda da
DNA (4d) igerir. Homolog kromozomlarin iki kardes kromatidden olusmasi nedeniyle

DNA miktar1 4d’dir.



Mayoz I, kromozom ve DNA miktarinin yariya indigi asamadir, bu nedenle
sekonder spermatosit haploid kromozom (1n) ve 2d miktarda DNA’ya sahiptir. Mayoz
Il’den 6nce DNA eslesmesi olmadigindan, bu béliinmeden sonra haploid (1n) sayida

kromozom ve tek bir kromatid (1d) sayida DNA’ya sahip hiicreler olusur.

Insan primer spermatositlerinde 22 giin siiren birinci mayotik bdliinmenin
profazinda kromatinler yogunlasir. Profazin sonunda X, Y ve otozomlarin her biri iki
kromatin ipligi seklinde fark edilebilir. Homolog kromozom ciftleri metafaz plagi

boyunca dizilerek eslesirler.

Tetrad yapisini olusturan homolog kromozomlar, crossing-over sirecinde
genetik materyal degisimi yapar. Bu degisim sirasinda sinaptonemal kompleks olarak
isimlendirilen ¢ parcali yapr seklinde dort kromatid yeniden diizenlenir. Bu evre
genetik ¢esitliligin gerceklestigi basamaktir. Olusan her spermatid bu evredeki
degisimden dolay1 birbirinden farkli bir yap1 kazanir. Homolog kromozomlar
crossing-overin tamamlanmasiyla birbirinden ayrilir ve mayoz mekigi zit kutuplara

cekilerek tekrar diad yapilarini olusturur.

Homolog kromozom c¢iftlerinin mekik iizerindeki hareketi rastgele gerceklesir

ve spermatozoonlarin genetik ¢esitliliginin bir diger kaynagin1 olusturur.

Birinci mayotik bolinmenin sonunda sekonder spermatosit olarak adlandirilan
hiicreler olusur. Bu hiicreler tekrar DNA replikasyonu gerceklestirmeden mayotik
boliinmesini stirdiirerek profaz asamasina girer. Her sekonder spermatosit bir X, bir Y
ve 22 otozoma sahip iki kardes kromatidden olusur. DNA miktar1 hala diploiddir.
Ikinci mayotik béliinmenin metafaz asamasinda kromozomlar orta hat boyunca dizilir.
Daha sonra kardes kromatidler ayrilarak zit kutuplara cekilirler. Ikinci mayotik
boliinmenin tamamlanmasiyla birlikte niikkleer membranlar tekrar olusur. Sekonder
spermatositlerin her birinde 23 kromozom (In) ve 1d miktarinda DNA igeren

spermatid hiicreleri olusur (Sekil 2.1.) (Pawlina, 2016).
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Sekil 2.1. Spermatogenezis diyagrami

2.1.4. Spermatid Faz1 (Spermiyogenez)

Seminifer tiibiil limenine yakin adluminal kompartmanda haploid spermatidler
yerlesmistir. Sertoli hiicresinin kriptalarinda (plazma membranin olusturdugu
cukurcuklar) Ozellesmis baglantilar ile tutunmus haldedirler. Spermatidler
spermatogenezin son basamagi olan spermiyogenez asamasinda metamorfoza

ugrayarak sekil degistirir. Spermiyogenezi (i¢ ana olay karakterize eder:



1. Flagellumun (kamc1) gelismesi: Distal sentriolden geligir. Fibroz kilif ile
cevrili aksonem (esmerkezli dizilimli 9+2 mikrotiibiil ¢iftleri) ve keratin igerikli dis
yogun liflere sahiptir. Kuyrugun proksimal bolim0 (orta parca) cevresinde

mitokondriyonlar sarmalimsi bir kilif olusturur.

2. Akrozom gelismesi: Akrozomal kese, dollenme i¢in gerekli olan hidrolitik
enzimlerin depolanmasinin ve siirekli sentezinin gerceklestigi kisimdir. Akrozomun
gelismesi golgi evresi, kep/sapka evresi, akrozomal evre ve olgunlagsma evresinden

olusur.

Golgi evresi: Bu evre, golgi kompleksinde kiimelenen periyodik asit - schiff
(PAS) pozitif grandllerin spermatidlerde goriilmesiyle karakterizedir. Glikoprotein
bakimindan zengin olan bu graniiller; akrozomal vezikiil olarak adlandirilan, nikleer
zarfa yakin membranla sinirlandirilmis bir vezikiil olusturmak iizere bir araya gelir.
Preakrozomal vezikiiller birleserek akrozomu olusturmak iizere igeriklerinin artirir ve
genigler. Bu vezikiiliin pozisyonu gelismekte olan spermatozoonun 6n kutbunu

belirler.

Kep/sapka evresi: Akrozomal vezikiil bu evrede, spermatozoon niikleusunun 6n
yarist lizerinde yayilir. Olusan bu yapi akrozomal kep olarak adlandirilir. Kepin
altindaki niikleer zarf kismi porlarini kaybeder ve kalinlagir. Nukleer igerik

yogunlasmaya baslar.

Akrozom evresi: Bu evrede spermatid Sertoli hiicresinin i¢ine dogru iyice
gomiiliir ve yeniden konumlanarak bazal laminaya dogru yonelir. Spermatidin
yogunlasan niikleusu yassilagir ve uzar. Spermatidin sitoplazmas1 posteriyora dogru
yer degistirir. Niikleus ve ¢evresindeki akrozom plazma membranin 6n kismina dogru

tasinir.

Olgunlasma evresi: Bu evrede spermatidin flagellum etrafindaki fazla
sitoplazma azaltilir ve olgun bir spermatozoon olusur. Rezidiiel cisimcik denilen fazla
sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Hiicreler aras1 kopriiler rezidiiel

cisimlerde kalarak spermatidlerin baglantis1 kopar ve Sertoli hiicrelerinden salinirlar.



3. Niikleer yogunlasma: Arginin ve lizinden zengin protaminlerle somatik
histonlar yer degistirerek niikleer yogunlagma gerceklesir. Histonlarin protaminlere
dontistimden sonra diiz kromatin lifler ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in yan
yana dizilir ve niikleozomlar kaybolur. Bu asamadan sonra artik belirgin bir RNA

(Ribonukleik asit) sentezi yoktur.

Spermiyogenez tamamlanirken spermatozoon seminifer tiibiiliin liimenine

saliverilir (Pawlina, 2016, Kierszenbaum, 2002).

2.2. Spermatozoonun Yapisi

2.2.1. Spermatozoon Bas Yapisi

Spermatozoonun yassilagsmis basi yaklasik 4,5 pm uzunlugunda, 3 pm
genisliginde ve 1 pm kalinliginda olup plazmalemmayla cevrelenmistir. 23 ¢ift
kromozomun (22 otozom + Y kromozomu veya 22 otozom + X kromozomu) sadece
bir tanesi elektron-yogun c¢ekirdegi ile kaplidir ve akrozom, kismen niikleusun 6n
yiizlinii gevreler. Akrozom, spermatozoonun 6n kisminda hiicre membrani ile temas
eder. Noraminidaz, hiyaluronidaz, asit fosfataz, aril stlfataz ve akrosin olarak bilinen

tripsin benzeri proteaz dahil olmak iizere cesitli enzimleri igerir.

Spermatozoonun, ovosit zona pellusidasinda bulunan ZP3 molekiliine
baglanmasi, akrozomal reaksiyonu tetikler, spermatozoonun ovosite ulagmasi i¢in
akrozomal enzimler salinir ve ovositin ¢evresindeki duvar gecilir, boylece dollenme
islemi kolaylagir. Akrozomal reaksiyonla birlikte baska spermatozoonlarin ovuma

girmesi onlenmis olur.

2.2.2. Spermatozoonun Kuyruk Yapisi

Spermatozoonun kuyrugu dort bolgeye ayrilir: boyun, orta parca, esas parga ve

son par¢a. Bagin plazmalemmasi kuyrugun plazma membranu ile stireklidir.



Boyun (~5 pm uzunlugunda) kuyrugun geri kalanina bas1 baglar. ki sentriyol(i
cevreleyen baglanti par¢asinin dokuz kolonun silindirik diizeninden olusur. Kolumnar

yogunluklarin arka yiizleri, dokuz dig yogun lifler ile siireklidir.

Orta parga (~5 um uzunlugunda) boyun ve esas parca arasinda yer almaktadir.
Di1s yogun lifleri ve merkezi aksonemi ¢evreleyen mitokondriyal kilifin varlig: ile
karakterizedir. Orta par¢a, plazmalemmaya yapisik yuvarlak yogun bir yap1 olarak
anulusta durur ve boylece mitokondriyal kilifin bas kismindan kuyruga dogru hareket
etmesini Onler. Ayrica, dokuz dis yogun lifin ikisi, halkada sonlanir; kalan yedi esas

parcada da devam eder.

Esas parca (~45 pm uzunlugunda) kuyrugun en uzun segmentidir ve anulustan
son parcaya kadar uzanir. Esas par¢anin aksonemi, orta parganinkiyle siireklidir.
Aksonemi cevreleyen, orta parcaninkilerle siirekli olan ve fibroz kilif tarafindan

cevrelenen yedi dis yogun lif igerir.

Son parga (~5 um uzun), plazmalemma ile ¢evrili merkezi aksonemden olusur.
Aksonem, son 0.5 ile 1.0 pm’de dagmiktir, burada dokuz ¢ift ve iki tekli yerine,
rastgele diizenlenmis, ayr1 ayri mikrotiibiiller belirgindir (Sek. 2.2.) (Pawlina, 2016,
Lislie P. Gartner, 2007).



hiicre membrani
nakleus
3
| alrozomal kep
bag-
| Wy postakrozomal
| @& Dbdlge
boyun< = =
- orta parga
mitokondriyal
Kilif
| esas mitokondriyonlar
kuyruk- par¢a
‘ A dig yogun fiberler
aksonemal
kompleksin
mikrotabdlleri
J fibroz kilif
- son parca
|
i
- - fiberler 4, 5, 6
aksonemal kompleksin dis giftleri
aksonemal kompleksin merkezi mikrotGbal ¢ifti

Sekil 2.2. Insan spermatozoonunun diyagrami

2.3. Spermatozoon Inceleme Yontemleri

2.3.1. Semen Analizi
Sag ve sol epididimde depolanan konsantre spermatozoon slispansiyonu,

tiremeye yardimci bezlerin salgilariyla karisir ve seyreltilerek ejakulasyon sirasinda

semen (meni) adiyla disart verilir. Semen haciminin yaklasik % 90’11 Uremeye

10



yardimecr bezler, esas olarak prostat ve seminal bezden ve az miktarlarda da
bulbouretral bezler (Cowper bezi) ve epididimlerden gelen salgilar olusturur. Semen
sivisinda spermatozoa sayisit ve bezlerden saglanan toplam sivi hacmi Olgiilebilir.
Spermatozoanin morfolojisi, canliligi (viabilite), hareketliligi (motilite) ve seminal

stvinin bilesimi fonksiyonu igin 6nemlidir.

Laboratuvar ortaminda ejakiilatin hepsi bir kapta toplanir ve spermatozoa
seminal bez kaynakli proteinlerin olusturdugu bir koagulum igine hapsolur. Bu
koagulum, daha sonra prostatik proteazlar tarafindan sivilastirilir (likefaksiyon).
Semen kalitesi belli numune toplama kosullar1 altinda, testislerde spermatozoon
tiretimi, liremeye yardimci organ salgilari, yakin zamanda gecirilmis (6zellikle atesli)
enfeksiyonlar, cinsel perhiz siresi gibi faktorlere baglidir. Bu faktdrler sonuclar
yorumlanirken g6z Online alinmalidir. Semen numunelerinin  kalitesinin
belirlenmesinde ejakiilatin olusum tarzinin da 6nemli olduguna dair ¢alismalar vardir.
Laboratuvar yakinindaki bir odada mastiirbasyonla alinip kaplar igine toplanan
ejakiilatlar, evde cinsel birlesme sirasinda spermisit igermeyen kondomlara alinan

ejakiilata gore daha diisiik kalitede olabilmektedir.

Semen kalite Ol¢limleri; numunenin tiimiiniin toplanmasina, ejakilasyon
sirasinda konsantre epididim spermatozoasini seyrelten sivilar salgilayan liremeye
yardimci bezlerin aktivitesine, son cinsel aktiviteden itibaren gecen zamana, sondan
bir dnceki cinsel perhiz siiresine, ejakiilat bagina diisen spermatozoa sayisini etkileyen
testis biiyiikliigiine ve bireyin semen bilesimindeki kisiye 6zgii degiskenliklerine bagl
olarak degismektedir. Bununla birlikte, tek bir semen 6rneginin degerlendirilmesiyle
semen kalitesini tanimlamak dogru olmamakla birlikte iki veya ii¢ 6rnegin incelenmesi

daha yararl olacaktir.
Semen analizinin agamalar1 asagida verilmistir:

e Semen Ornegi, en az iki en ¢ok yedi giinliik cinsel perhizden sonra; semenin
ortam sicakligindaki degisikliklere maruziyetini kisitlamak, numunenin
alinmasiyla analizi arasindaki zamani kontrol etmek amaciyla laboratuvarin

yakinindaki 0zel bir odada verilir.
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Ik 5 dakika i¢inde:

Numune kabi likefaksiyon i¢in oda 1sisinda laboratuvar ortaminda veya bir
inkibatorde (37°C) bekletilir: Semen, ejakiilasyonunun hemen ardindan
toplama kabinda, tipik olarak yari kat1 koagiile kitle seklindedir. Birka¢ dakika
icerinde oda sicakliginda likefiye olmaya baslar. Likefaksiyon devam ettigi
stirece semen daha homojen (su gibi) bir hale gelir. Semen 6rneginin tiimii oda
sicakliginda 15 dakika icerisinde, nadirde olsa 60 dakika veya daha uzun
stirede likefiye olabilir. 60 dakika icerinde tam likefiye olmazsa bu durum kayit

altina alinmalidir.

30 - 60 dakika icinde:

Semen gorunimanun ve likefaksiyonunun degerlendirilmesi: Semen Ornegi
likefiye olduktan sonra nazik bir sekilde, genis kalibreli (yaklagik 1,5 mm
capinda) tek kullanimlik plastik pipet i¢ine aspire edilerek yergekimine karsi
damlamaya birakildiginda olusan iplikgik gozlenerek, Ornegin viskozitesi
tahmin edilir. Normal semen pipetten belirgin kiiclik damlalar seklinde diiser.
Viskozitesi anormal olan semen damlasi ise 2 cm’den uzun iplik¢ik olusturur.
Normal likefiye olmus semen 6rnegi homojen, gri-opak bir gorinume sahiptir.
Spermatozoa konsantrasyonu ¢ok diisiikse, daha az opak bir goriiniim alabilir;
rengi de farklilagabilir: 6rn: eritrositler mevcutsa kirmizi-kahverengi renkte
olabilir.

Semen hacminin 6lgulmesi: Hacmin dogru saptanmasi, semenin her tiirlii
degerlendirmesi i¢in kritik olacaktir ¢link{, ejakiilat i¢cindeki spermatozoanin
ve spermatozoon dis1 hiicrelerin toplam sayisinin hesaplanmasinda gereklidir.
Semen pH’sinin OSlgiilmesi (gerekiyorsa): Likefaksiyondan sonra sabit bir
zaman, tercihen 30 dakika gegtikten sonra pH Ol¢ulmelidir. Ancak, pH
ejakiilatin verilmesinden sonra olusan CO2 kaybindan etkilendigi i¢in, pH
Ol¢limii bir saat icinde mutlaka yapilmis olmalidir.

Mikroskobik gorinimiin degerlendirilmesi: Spermatozoon motilitesi ve
spermatozoon sayisint degerlendirmek icin gerekli seyreltme derecesini
belirlemek {izere 1slak preparatin hazirlanmalidir. Semen Ornegi iyice

karigtirildiktan sonra temiz bir cam lam iizerine standart hacimde, 6rnegin 10
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ul semen damlatilir ve lizerine lamel kapatilir. Lamelin agirligi 6rnegin, lama
yayilmasini saglar. Lam ile lamel arasinda hava kabarciklarinin kalmamasi
veya olusmamasina dikkat edilerek igerigin yayilmasi biter bitmez taze
hazirlanmis 1slak preparat degerlendirilir.

e Spermatozoonlarin canlilifinin degerlendirilmesi,

e Spermatozoa morfolojisini degerlendirilmesi

e Spermatozoa konsantrasyonunu degerlendirilmesi,

e Spermatozoa sayisini degerlendirmesi

e MAR [(mixed antiglobulin reaction (karma antiglobilin reaksiyonu)] testi
uygulamasi (gerekiyorsa),

e Peroksidaz pozitif hiicreleri degerlendirmesi (yuvarlak hiicreler mevcutsa),

e Immunobead [IB] testi icin spermatozoa hazirlanmasi (gerekiyorsa),

e Biyokimyasal belirte¢ analizi gerekiyorsa semenin santriftji

Ug saat icinde:

e  Orneklerin mikrobiyoloji laboratuvarina génderilmesi (gerekiyorsa).
Dort saat sonra:

e Yayma preparatlarinin fiksasyonu, boyanmasi ve spermatozoon morfolojisi

acisindan degerlendirilmesi.
Ayni giin ileri saatlerde (numuneler dondurulmussa izleyen giinlerde):

e Uremeye yardimer salgi bezleri belirteglerinin analizi (gerekiyorsa),
e Indirekt immunobead (IB) testini uygulanmas: (gerekiyorsa) (Organisation,
2010).

2.3.2. Semen Analizi Normal Degerleri

Spermatozoon Konsantrasyonu

Semendeki spermatozoon konsantrasyonu, mililitre basmna diisen milyon
spermatozoon sayisi (milyon/ml) olarak ifade edililir. Konsantrasyon, likefiye olmus

hacmi bilinen semen 6rnegindeki spermatozoonlarin sayilmasiyla bulunur. Bu amagcla
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faz-kontrast mikroskobunda x200 buyltme de hemositometre ve makler sayim lami1

Olctimler i¢in kullanilir.

Olclilen spermatozoon konsantrasyonu;
Normospermi: Mililitrede > 20 milyon spermatozoon
Oligospermi: Mililitrede < 20 milyon spermatozoon
Polizoospermi: Mililitrede > 250 milyon spermatozoon

Azoospermi: Ejakulatta hi¢ spermatozoonun bulunmamasi olarak degerlendirilir.

Spermatozoon Hareketliligi

Spermatozoonlarin hareketliligi, ileri veya yerinde hareketli olan spermatozoay1
hareketsiz olanlardan ayirt eden basit bir hareketlilik derecelendirme sistemidir.

Spermatozoanin hareketliligi;

fleri hareket (Progresif Motilite; PR): Hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya

genis bir daire i¢inde aktif olarak hareket eden spermatozoa.

Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite; NP): Ileriye dogru hareketin olmadig
tim diger hareketlilik kaliplari, 6rn: kiiclik daireler halinde ylizme, bas1 yerinden

gicliikle oynatan kamgisal hareket veya yalnizca kuyrugun kamgcisal hareketi

go6zlenebilir.
Hareketsizlik (Immotilite; IM): Hareketin olmamasi seklinde degerlendirilir.

Normal degerlere sahip bir semen numunesinde bulunan spermatozoon

hiicrelerinin hareketliligi:

Toplam hareketlilik i¢in alt referans sinir1 (PR+NP): % 40 (5. yiizdelikte, % 95
Cl 38-42).

Ileri hareket (PR) igin alt referans sinir1 : % 32 (5. yiizdelik, % 95 CI 31-34)
olarak kabul edilir.
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Spermatozoon Canlihig:

Spermatozoonlarin canlilik derecesi hiicre membranlarinin biitiinliigiiyle
belirlenen, 6zellikle ileriye dogru hareketli spermlerin yaklasik % 40’dan az oldugu
numuneler icin dnemlidir. Hareketsiz spermatozoa yiizdesi 61U hiicrelerin yiizdesinden
fazla olmasi gerektigi i¢in, bu test motilite degerlendirmesinin dogrulugunu da kontrol
edebilir. Canli hiicrelerin yiizdesi normalde hareketli spermatozoonlarin yiizdesinden

fazladir.

Canli spermatozoonlarin yilizdesi, boyay1 tutmama veya hipotonik sisme
testiyle saglam membranli hiicreler belirlenerek degerlendirilir. Canli olmayan (6lii)
hiicrelerde plazma membranlarinin hasarli olmasi, membrana penetre olmayan
boyalarin hiicre i¢cine girmesine izin verir ve o hiicrelerin 6lii oldugunu gosterir. Bu
amacla eozin-nigrosin boyama yontemi kullanilir. Hipoozmotik sisme testi ise,
yalnizca membranlar1 saglam (canli hiicreler) olan hiicrelerin hipotonik sivilarda
sismesi ilkesine dayanir. Sismis spermatozoon hiicreleri, kuyrugun sarmal hale
gelmesi gibi hiicrenin seklinde olan degisikliklerle fark edilir ve canli hiicreler,
spermatozoon kuyrugundaki sisme bulgulariyla ayirt edilirler. Sigmis kuyruklarin

tiimii canli spermatozoonlar olarak degerlendirilir.

Spermatozoon Morfolojisi

Spermatozoon morfolojisinin degerlendirilmesi; spermatozoadaki
anormalliklerin  yerlesiminin  kaydedilmesini  igeren, basit normal/anormal
smiflandirmasidir. Spermatozoonlarin morfolojik olarak normal olup-olmadigini

degerlendirirken, agagidaki kriterlere bakulir.

Semen analizinde spermatozoon; bir bas, boyun, orta parga, ana parga ve son
parcadan olusur. Son parcayr 1sik mikroskobuyla gormek zor oldugundan,
spermatozoon hticresinin bir bas (boyun) ve kuyruktan (orta ve ana parga) olustugu
diistintilebilir. Spermatozoonun normal kabul edilebilmesi i¢in, bas ve kuyrugunun

normal olmasi gerekir. Sinirdaki sekillerin tiimiiniin anormal oldugu diistiniilmelidir.

Bag: Duzgun, genellikle oval sekilli ve diizgiin sinirli olmalidir. Bag alaninin %

40-70’ini kaplayan bir akrozom bolgesi olmalidir. Akrozom bdolgesi; blyik veya iki
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kiigiik vakuolden fazlasini igermemeli, spermatozoon basinin % 20’sinden fazlasini

kaplamamalidir. Spermatozoonun post-akrozomal bolgesi vakuol icermemelidir.

Orta parca: Yaklasik spermatozoon basi uzunlugunda, ince, dizenli sinirh
olmalidir. Orta parganin ana ekseni spermatozoon basinin ana ekseniyle bir hizada
olmalidir. Asir1 miktarlarda olmasi durumunda rezidiel sitoplazmada bir anomali

oldugu diisiiniiliir.

Ana parca: Uzunlugu boyunca ayni genislikte olmali, orta parcadan yaklasik 45
um uzunlukta ve ince olmalidir.
2.3.3. Spermatozoon Anomalileri

Spermatozoon da gorilen defektleri bas, boyun ve orta parga, kuyruk
anormallikleri olarak siniflandirabiliriz (Sek. 2.3.3.1.) (Auger et al., 2016).

Spermatozoon Bas Defektleri:
Cift basli (double head): Kuyruk ve orta parca tektir ancak bas ¢ifttir.

Biiyiik bag (megalo head): Bas uzunlugu 5-6 mikrondan, genisligi ise 2.5-3.5

mikrondan blyuktar.

Kiigiik bas: Bas uzunlugu 5-6 mikrondan, genisligi ise 2.5-3.5 mikrondan
kicuktdr ve genellikle akrozom anormallikleriyle iliskilidir.

Piriform bas: Spermatozoonun bas kism1 armut seklindedir.
Sivri bas: Spermatozoonun basi uzun ve sivridir.
Yarik bas: Birden fazla niikleusa sahip spermatozoon basidir.

Amorf (sekilsiz) bas: Bas kismi oval olmayan, elonge (uzamis) bas; post-

akrozomda incelmeler goriiliir ve bas 5-6 mikrondan daha uzundur.
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Diadem defekti: Spermatozoonun bas kisminda ¢okiintiilerin yer almasina neden
olan defekttir. igne bas (pin-head) spermatozoon ise bas kistminin toplu igne seklinde

gorulmesidir.

Total globozoospermi sendromu: Globozoospermi (yuvarlak basli ve
akrozomsuz spermatozoa), erkek infertilitesinden sorumlu nadir bir sendromdur
(infertil erkeklerin <% 0,1'l). Ejakulatta% 100 globozoospermatozoanin varlig: total
globozoospermi sendromunu tanimlar. Spermiogenez sirasinda spermatozoon
olusumunda gesitli kusurlu mekanizmalarin bir kombinasyonu nedeniyle olabilir ve
bazen sito-iskelet sistemi anormallikleri ile iligkili olan akrozom olusumunun

eksikligine de yol acabilmektedir.

Boyun ve Orta Parca Defektleri:

Biikiilmiis boyun (Bent tail) (boyun ve kuyruk basin uzun eksenine gére 90°’den
fazla agilanmalar gosteren), anormal rezidiiel sitoplazma (orta parcaya dogru
yerlesmis spermatozoon basinin ti¢te birinde biiyiik sitoplazma damlaciklari) ve ince
orta-parca (spermatozoonun orta pargasinda Ozellikle mitokondriyon kilifinin

bulunmamasi nedeniyle anormal incelik) seklinde goriilmektedir.

Kuyruk Defektleri:

Kuyruk olmamasi (spermatozoonun sadece bas kisminin olmasidir), kisa olmasi,
¢ok sayida kuyrugunun bulunmasi, diizensiz sekillerde kuyrugun olmasi ve sarmal
kuyrugun olmasi gibi hatali gelismeleri i¢ine alir (Gatimel et al., 2017, Organisation,
2010)
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2.4. Kriyoprezervasyon

2.4.1. Giris

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin ve dokularin sifir derecenin altindaki 1silara
kadar sogutularak, biitiin biyolojik aktivitelerinin durdurulup bu htcrelerin ileri
zamanlarda kullanilmasi amaciyla saklanmasini ifade etmektedir (ASRM 2017).
Ancak, bu islem hem hicre i¢i hem de hiicre dis1 buz kristalleri olusmasina neden
olur. Buz kristallerinin olusumu hicresel mekanik kisitlamalara, zedelenmeye ve
hiicrelerin kimyasal ayarlarinda degisikliklere yol agtigindan, canli i¢in 6limcul bir
durumdur. Hucrelerin diisiik sicakliklarda Ustesinden gelmesi gereken buyik bir engel,
su-buz faz1 gegisidir. Bu faz gegisi kriyoprezervasyonda farkli tekniklerin
kullanilmasini dogurmustur. Bu tekniklerden hizli sogutma da hiicre hasari, hicre igi
buz olusumuna baglanirken; yavas sogutmada hasar, yiiksek konsantrasyonlu hiicre igi
ve dis1 ¢ozeltilere veya mekanik etkilesimlere maruz kalmanin etkileriyle olusan

ozmotik degisikliklere baglidir (Jang et al., 2017).

Buz kristalleri olusumunu 6nlemek veya aza indirmek amaciyla baz1 maddeler
kullanilmaktadir. C. Polge, A.U. Smith ve A.S. Parkes tarafindan 1948 yilinda,
gliserollin spermatozoonlart -70°C'ye kadar dondurulmasina imkan tanimasini
tesadiifen kesfetmeleri, Kriyoprezervasyonun gelisimi adina 6nemli bir evre olarak
kabul edilir (Pegg, 2002). Sonraki yillarda dimetil siilfoksit (DMSO) ‘in kesfiyle
birlikte; bir¢ok farkli alanda (6rnegin ilireme terapisi, hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu, tohumlarin ve bitki genetik kaynaklarinin bankacilig1 ve rejeneratif
tip) birgok bilim adami tarafindan, basarili kriyoprezervasyonu desteklemek igin KPA
kullanimi rutin hale gelmistir (Elliott et al., 2017).

2.4.2. Kriyoprotektan Ajanlar

Bir¢ok bilesik, kriyoprotektan olarak etki eder ve hiicrelerin donmaya karsi

korunmasinda kullanilir. Iki tip kriyoprotektan:

a) Hiicre membranindan serbestge gecebilen; gliserol (G), etilen glikol (EG) ve
dimetil sulfoksit (DMSO)
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b) Hiicre membranindan gegemeyen; siikroz, trehaloz gibi sekerler seklinde

smiflandirilir (Pedro et al., 2005).

Hiicre membranindan serbestce gecebilen KPA’lar, ozmotik olarak aktif degildir

clnkd bunlar, hiicre i¢i ve hiicre dis1 alanlarda esit olarak dagilmistir. Bununla birlikte,
eklenen KPA, hiicrelere ozmotik stres olusturur ¢unkd, su niifuz eden kriyoprotektan
ajana kiyasla, hiicre membrani tizerinde daha hizli hareket eder. Bu, hiicrenin i¢ ve dis
kisimlarinda esit bir kriyoprotektif madde dagilimina ulasilana kadar, baslangi¢ bir
ozmotik dengesizlikle ve hicrelerin blzilmesi ardindan su ve kriyoprotektif ajanlarin

yer degistirmesiyle sonuglanir.

Hiicre membranindan gecemeyen KPA’lar, osmotik olarak aktif olan

disakkaritler (stikroz, trehaloz) ve osmatik olarak inaktif olan polisakkaritler
(maltodekstrin), proteinler (albiimin, polivinilpirolidon) olarak ayrilirlar. Siikroz gibi
bilesiklerin, hiicre membranlarini ge¢medigine inanilir ve bunlar, dondurularak
koruma ortaminin ozmolalitesini arttirdiklarindan, hiicresel dehidratasyona neden
olurlar. Buyik makromolekdllerin eklenmesi, ortam ozmolalitesine ¢ok az katkida

bulunur ve bu, hicresel dehidrasyona neden olmaz (Sieme et al., 2016).

2.4.3. Kriyoprezervasyon Yontemleri

Kriyoprezervasyon i¢in kullanilan teknikler geleneksel olarak biyolojik
orneklerin soguma hizlarina bagl olarak gruplara ayrilmistir: kontrolli yavas (0.1-5
derece/dk), hizli (10-100 derece/dk) ve ultra-hizlarin gelistigi vitrifikasyon (> 10.000
derece/dk).

Kontrolli yavas dondurma, adim adim programlanmis sicakliklarda sicaklik
diisiisleriyle gerceklestirilir. Islem, uzun ve pahali ekipman kullanimini gerektirir.

Hiicre donarken iginde olusabilen buz kristali hlicre icin ciddi zararli etki yaratabilir.

Hizl1 dondurma, yavas dondurma ve vitrifikasyon arasinda bir ara yol teknigi
olarak diisiiniilebilir. Yavas dondurma tekniginden daha hizlidir, programlanabilir
makinelerin kullanimin1 igermez bu nedenle ekonomiktir ve vitrifikasyon da

kullanilanlardan daha diisiik kriyoprotektan maddeler gerektirir.
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Vitrifikasyon, yiiksek miktarlarda kriyoprotektan ajanlarin (agirlik/hacim %40'
asan) kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontemde asir1 derecede sogutulmus viskoz sivi
buz kristal olusumuna firsat vermeden cam formuna gegerek hizla dondurmaya neden
olur. Pahali ekipman igermedigi igin vitrifikasyon daha az maliyetlidir. Bu teknik,
kontrollii yavas dondurmadaki gerekli 1-2 saatle kiyaslandiginda sadece birka¢ dakika
gerektirir, bu nedenle zaman yonuinden verimli bir yontemdir (Gurruchaga et al., 2018,
AbdelHafez et al., 2010).

Kriyoprezervasyonda istenilen yiiksek sogutmaya ulagabilmek i¢in
kriyoprotektif ortamin 6zel tasiyicilara ihtiyaci vardir. Bu sartlar1 saglamak igin, s1vi
nitrojen icine daldirilan 6rneklerin yuksek hizlari saglayabilen tasiyicilar icerisinde

saklanmas1 gerekir.

2.4.4. Kriyoprezervasyon Saklama Yontemleri

Acik ve kapali olmak iizere iki gruba ayrilabilen cesitli sistemler
kullanilmaktadir. Kontrollii yavas dondurma da, kural olarak, kapali ortamlar pipet
(straw) ve kriyotip tercih edilir. Kriyoloop ve kriyotop gibi acik ortamlar ¢ogunlukla
vitrifikasyon i¢in kullanilir. Bunlarin yaninda standart pipetler hem agik hem de kapali
olarak kullanilabilen sistemlerdir. Kapali sistemlerin, sivi nitrojene maruz kalma

sirasinda 6rnegin kontaminasyonunu onleyecegine inanilmaktadir.

(C6zme basamagi, kriyoprezervasyonu yapilan drneklerin hayatta kalmasi i¢in
onemli bir asamadir. Kriyoprezervasyon saklama kutusuna, donma yéntemine ve
kullanilan kriyoprotektana baghdir. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmast islemi,
kriyoprotektanlarin kademeli olarak azaltilmis konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerden
hiicrelerin osmatik basinci aza indirecek sekilde gegirilmesiyle yapilir (Yurchuk etal.,
2018).

2.4.5. Spermatozoon Kriyoprezervasyonu

Semen kriyoprezervasyonu, Lazaro Spallanzani'nin (1776) spermatozoay1 kar
icerisinde sogutarak korumayi basarmasiyla ilk kez gerceklesmistir. Polge'nin

gliserolin kriyoprotektant o6zelliklerini kesfetmesiyle de dogurganligin korunmasi
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alaninda bir doniim noktasi olusturmustur. Bu gelismeden sonra, farkli tiirlerde
semenlerin kriyoprezervasyonu igin tekniklerde Onemli gelismeler olmustur.
Dondurulmus spermatozoadan elde edilen déller 1951 (inek), 1953 (insan), 1957
(domuz, at) ve 1967 (koyun) olarak bildirilmistir. Spermatozoa kriyobankalar:
1960'larda sigirlar i¢in ve 1970'lerde insanlar igin gelistirilmistir. Giliniimiizde,
hayvanlarin suni tohumlanmasi ve insan igin yardimli iireme teknolojisi,
kriyoprezervasyonlu spermatozoayi rutin olarak kullanmaktadir. Bununla birlikte,
spermatozoa kriyobiyolojisinde sayisiz basartya ragmen, kriyoprezervasyondan sonra
canli spermatozoayi en iyi sekilde koruyabilen yontemler i¢in arastirmalar devam

etmektedir (Hezavehei et al., 2018).

Insan spermatozoa Kriyoprezervasyonunu gerektiren birgok klinik durum soz
konusudur. Izole erkek faktor infertilitesi; tiim infertil ¢iftlerin % 20’sini
etkilemekteyken, kombine nedenli infertilitelerin % 20-40’m1 etkilemektedir.
Intraoperatif olarak saptanan spermatozoanin kriyoprezervasyonu, azoospermi veya
siddetli oligozoospermili erkeklerde dondr spermatozoon veya ek cerrahi ihtiyacini
ortadan kaldirmaktadir. Adblesan ve yetigskinlerde gorulen kanser tedavilerindeki
gelismeler, {ireme yaslarindaki hastalarin sag kalim oranlarmi arttirmis, tedavi
oncesinde gametlerin dondurulmast iiremenin devami igin iyi bir segenek

olusturmustur (Justice and Christensen, 2013).

2.4.6. Spermatozoon Kriyoprezervasyonda Hasar Olusumu

Kriyoprezervasyon siireci, hiicreleri, diisiik sicaklik ve ozmotik dengesizliklerin
neden oldugu strese maruz birakir. Biyomolekiillerin azalan sicakliklara maruz
birakilmasi, konformasyonel (geri doniistimsiiz) degisikliklere yol agabilir.
Kriyoprezervasyon sirasinda ozmotik stres, agirlikli olarak hiicre dis1 buz olusumu
nedeniyle gerceklesir. Hicre dist donmamis fraksiyondaki katt  konsantrasyonun
artmasi, hiicrelerin dehidrate olmasina neden olur. Donma sirasinda hucresel
dehidratasyon, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢oziinme konsantrasyonu arasinda dengeyi
korumak amaciyla hiicre disina su tasinmasinin sonucudur. Dehidratasyon 0zellikle
diisiik sogutma oranlar1 kullanildiginda ortaya cikar. Hiicreler, ozmotik tolerans

sinirlarinin Stesinde kiigiildiiklerinde veya sistiklerinde bu 6liimciil olabilir. Ozellikle
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hizli sogutma hizlarinda, hiicreler, su kaybetmek igin yeterli zamana sahip
olamadiklarindan hiicre i¢i su igerigi, hiicre i¢i buz olusumuna yol agacak kadar
yiiksek kalir. Ayrica, kriyoprotektif ajanlarin eklenmesi ve ¢ikarilmasi da, hiicreleri
ozmotik strese maruz birakmaktadir. Cogu kriyoprotektan ajanlar spermatozoonlara
bir dereceye kadar toksisite gosterirler. Bu toksisite ¢esitli onlemler alinarak en aza

indirilebilir.

Kriyoprotektif ajanlarin eklendigi sicaklik da Kkritiktir. Kriyoprotektanlarin oda
sicakliginda eklenmesi gerektigi bildiren ¢alismalarin yaninda, diisiik sicakliklarda
onceden sogutulmus kriyoprotektanlarin eklenmesinin daha koruyucu oldugunu 6ne
siren calismalarda bulunmaktadir. Ozmotik stresin azaltilmasi i¢in semene
kriyoprotektanlarin kademeli olarak eklenmesi faydalidir. Cozdiirmeden sonraki
Olclimler, yavasca izotonik kosullara geri donmek i¢in numunenin kademeli olarak
seyreltilmesini igerir. Bazi1 6zel durumlarda donma bilesimi, maksimum kriyo-uyum
saglamasi igin Ozel olarak tasarlanmasi gerekebilir (Sieme et al., 2016, Sieme et al.,
2015).

Spermatozoon dondurulmasi, spermatoza motilitesi ve canlilik kaybi, ultra-
yapisal degisiklikler, akrozomal hasar, mitokondriyal membran depolarizasyonu,
plazma membranindaki degisiklikler, ¢ekirdek ve DNA hasar1 gibi spermatozoon
uzerinde olumsuz etkilere sahiptir. Bunlara ek olarak kriyoprezervasyonu yapilan
spermatozoonlarin proteomunda degisiklikler oldugu bildirilmistir. Spermatozoon
dondurulmasinin, ephrin R-aktin yolagi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) metabolizmasi
yolu, aktin-hiicre iskeleti diizenegi, aktin-hiicre iskeleti regiilasyonu ve guanilat siklaz
yolu dahil olmak tizere birgok sinyal yolunda yer alan proteinlerin ekspresyonunu da
degistirdigi gosterilmistir. Onceki calismalar, insan spermatozoasinin donma-
¢oziilmesinin, ROS ve apoptosinin olusumunu asir1 indiikledigini ve antioksidan

aktiviteyi azalttigin1 géstermistir.

Kriyoprezervasyona bagli ROS olusumu sonugta spermatozoon kalitesi ve
dogurganlik kapasitesini tehlikeye atabilecek olan ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA)
peroksidasyonuna, DNA ve hicresel hasara, hiicresel apopitosize yol agabilir. Son
zamanlarda yapilan bircok calisma, oksidatif stres (OS) indiiksiyonu ve

kriyoprezervasyon arasindaki yakin iligki nedeniyle erkek fertilitesinin korunmasinda
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antioksidanlarin roliine odaklanmistir. Bu calismalarin ¢ogu, kriyoprezervasyon
ortamina ekzojen antioksidanlarin eklenmesinin, sperm kriyoprezervasyonunun

olumsuz etkilerini tersine ¢evirdigini bildirmistir (Najafi et al., 2018).

2.5. Spermatozoon Kriyoprezervasyonunda Antioksidan Maddeler

2.5.1. Koenzim Q10

Koenzim Q10 (CoQ10), vicudumuzdaki her hicresel zarda dogal olarak
bulunan yagda ¢6ziinen, vitamin benzeri bir molekiildiir. Diyetimizin normal bir
pargasidir ama aynm1 zamanda endojen olarakta sentezlenir. Elektronlarin,
mitokondriyal oksidatif solunum zincirinin yani sira adenosin trifosfat (ATP) iiretimi
icin uygun sekilde aktarilmasinda gorevlidir. Bununla birlikte CoQ210, lipid
peroksidasyonundan membran proteinlerini ve fosfolipitleri korumak icin serbest
radikal slpulrict olarak hareket eder ve bu da tokoferoliin rejenerasyonu ile

gerceklesir.

Ekzojen CoQ10, herhangi bir tibbi durumu tedavi etmek icin FDA onaylh
degildir, ancak bir diyet eki olarak Onerilmektedir. Norodejeneratif hastaliklar,
fibromiyalji, diyabet, kanser, mitokondriyal hastaliklar, kas hastaliklart ve kalp
yetmezligi gibi hastaliklar, dolasimdaki CoQ10 diizeylerinin azalmasiyla

iliskilendirilmistir (Sood and Whitten, 2018, Shukla and Dubey, 2018).

Lipofilik bir bilesik olmasma ragmen, CoQ10 preparatlar1 genellikle diisiik
biyoyararlanim gosterir. CoQ10'un daha diisiik biyoyararlanimi, hidrofobikligi, biiylik
molekiiler agirlig1 (863 Da) iliskilendirilebilir. CoQ10'un iki formu vardir: ubikinol ve
ubikino; daha yiiksek biyoyararlanimi olan ubikinoldiir. Farkli CoQ10 biyoyararliligi,
cesitli farmasotik formlar (toz, sispansiyon, yag ¢ozeltisi veya ¢oziindiiriilmiis form)
kullanilarak saglanir. Daha iyi absorbsiyon ve daha yuksek plazma konsantrasyonu

nedeniyle ¢oziinmiis CoQ10 tercih edilir.

Farmakolojik veya terapdtik etkilerin  gozlemlenmesi i¢in yapilan insan
calismalarinda uzun zaman periyotlarinda (aylar) c¢ok ylksek gunlik CoQ10

dozlarinin (300-3000 mg / giin) kullanilmasinin gerekli oldugu bildirilmistir. ROS'tan
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korunma icin gerekli miktarlar cok yiiksektir. Hayvan modellerinde, intravendz yoldan
uygulanan 14C-isaretli CoQ10'un, en az 22 giin boyunca mitokondri i¢ zarlarinda
artmus radyoaktivite ile tespit edildigi gosterilmistir. Oral uygulama da benzer sonugclar

vermistir (Jankowski et al., 2016).

2.5.2. Koenzim Q10 ve Erkek Infertilitesi

Spermatozoa; katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve vitamin E
gibi diistik miktarlarda hiicresel ROS savunma sistemine sahiptir. Bunun yaninda
seminal plazma da antioksidan sivi olma kapasitesindedir. Bu koruyucu sistem,
oksijen radikallerine kars1 koyabilen ve boylece serbest radikal zincir reaksiyonlarinin
yayilmasint Onleyen zincir kirict antioksidanlari igerir. Ciddi oligospermi ve
astenozoospermi vakalarinda oksidatif stressin seminal o6zellikleri degistirdigi
gosterilmistir. Bazi agiklanamayan normozoospermik infertil vakalarda da oksidatif
stres infertilitenin nedeni olabilir. Bunun yaninda bazi ¢alismalarda varikosel (VAR)
olan erkeklerde spermatozoal reaktif oksijen turlerinin normal kontrollere gore daha
yiksek oldugunu gostermistir, bu da VAR hastalarinda spermatozoon
disfonksiyonunun kismen oksidatif stresle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Sigara icimi 0ykisu olan infertil bireyler, sigara icmeyen infertil bireylere gore daha
yilksek ROS diizeyleri sergilerler. Ayrica, diger patofizyoloji mekanizmalari,
sitokinlerle etkilesime girmeleri, hiicrelerin redoks durumuna bagli olarak nitrik oksit
etkilerinin modifikasyonu ve Fas bagimli apoptosiz gibi mekanizmalarla dolayl1 olarak

iliskili olabilir.

Insanda Koenzim Q10’un 1957'deki kesfinin ardindan ¢alismalar Gzellikle
mitokondriyal biyoenerjideki anahtar roli iizerinde yogunlagmistir. Sonraki
caligmalarda hiicre i¢i bagka alanlar ve plazmadaki varligi gosterilmis ve ozellikle
antioksidan rolu tizerinde yogunlasilmigtir. Son ¢alismalarda koenzim Q10’un hiicre
sinyal yolagindaki gen ekspresyonlarini etkiledigi metobolizmasi ve transportunda
etkin oldugu ifade edilmistir. Koenzim Q10’un disardan alinmasininda bu etkilere
katki saglayabilecegi iddaa edilmektedir. Hem biyoenerjitik hemde antioksidan etkisi
erkek infertiletesinde etkili olabilir ¢ilinkii spermatozoa ¢ok sayida mitokondriona

sahiptir ve kuyrugunun hareketi i¢in yiiksek enerjiye ihtiyaci vardir.
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Rastgele secilmis erkek infertilitesi hastalarinda CoQ10 uygulamasiyla ilgili
Ozgun bir calismada, membran biitinligi testinde, seminal parametrelerde ve
spermatozoon patolojisinde iyilesme oldugu gosterilmistir. Ancak bu ¢alismada

hastalardaki endojen CoQ10 seviyeleri bildirilmemistir.

Lewin & Lavon koenzim Q10 tedavisi yaptigi normal hareketlilige sahip
spermatozoon  Orneklerinde hareketlilikte ©nemli degisiklik  goriilmesede,
astenozoospermik vakalarda anlamli olarak motilitenin arttigr gosterilmistir. Ayni
calisma da 17 ICSI’de diisiik fertilizasyon orani olan vakada CoQ10’un 60 mg/gin
103 giin siireyle verildiginde birgok spermatozoon parametresinde belirgin bir

degisiklik olmasada bu vakalarin fertilizasyon oranlar1 anlamli olarak yiikselmistir.

Koenzim Q10, spermatozoonun total antioksidan kapasitesine katkida bulunan
bilesiklerden biri olmasi nedeniyle ve azalmasi oksidatif stresi 6nlemede sistemin
bozulmasina yol agabilmektedir. CoQ10'un eksojen uygulamasi spermatozoonun
igerigini artirabilir ve hiicrenin fonksiyonunu gelistirebilir (Balercia et al., 2009).
Bunun yaninda spermatozoonlarin orta par¢asinda bulunan yogun mitokondrionlarla
hareket i¢in enerji olusturulmasinda da koenzim Q10’un major bir enerji saglayici ajan
olmasi tizerinde durulmaktadir. Calismamizda antioksidan ve enerji saglayici etkinin

dondurulmus hiicrelerde de ayni etkiyi saglayabilirligi aragtirmak istenmistir.

2.5.3. Kurkumin

Kurkumin, kori tozunun ana bilesenlerinden biri olan Curcuma longa'dan
(zerdegal) elde edilen fenolik bir bilesiktir. Kurkumin, parlak turuncu-sari renkte
kristalimsi bir bilesik olarak goriiniir. Gida katki maddesi ve renklendirici olarak da
kullanilir. Diinya Saglik Orgiitii, kabul edilebilir giinliik kurkumin alimin1 0-3 mg / kg
araliginda bir gida katki maddesi olarak belirtmistir. Zerdegal; tibbi kullanimiyla, 4000
y1l dncesine dayanan Hindistan'daki Vedik kiiltiiriinde, bir baharat olarak kullanildig1
ve dini 6neme sahip oldugu bilinen bir bitkidir (Salehi et al., 2018, Lestari and
Indrayanto, 2014).

Hidrofobik bir molekiildiir; bununla birlikte, zayif biyoyararlanim ve dagilim

gosterip, suda ¢oziinmez. Kurkumin; DMSO, metanol, aseton ve etanol gibi polar
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coziiciilerde ¢oziiniir. Bu nedenle, hidrofobik bolgelerde, 6rnegin, hiicrelerin zarinda
birikme egilimi gosterir. Kurkumin hidrofobik indirgeyici (antioksidan) bir ajan olarak
caligabilir ve boylece cesitli reaktif oksijen tilirlerini (ROS) temizleyebilir.
Kurkumin'in oksidatif stresi baskilayan vitamin E'den daha iyi oldugu da

gosterilmistir.

Kurkumin esas olarak serbest radikalleri temizleyerek oksidatif stresi azaltir.
Calismalar, kurkuminin serbest radikalleri dogrudan kaldirabildigini ve ROS {iretimini
Onleyebildigini gdstermistir. Influenza A viriisii kaynakli oksidan stresi olan A549
hicrelerinde, kurkumin tedavisinin, influenza A virlsi enfeksiyonunun
baskilanmasindan sorumlu olabilecek Toll-like reseptériin aktivasyonu sagladigi ve
ROS uretimini engelledigi bulunmustur. Diyabetik farelerde ise kurkumin tedavisi,
DNA metiltransferaz islevlerini geri kazandirarak hiperglisemiye bagli oksidatif stresi
ve ROS uretimini inhibe eder.

Kurkumin, antioksidan enzimlerin aktivitelerini de artirabilir. Kurkumin
uygulamasi sonucu aflatoksin B1'in etkilerini; katalaz, superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesi, glutatyon
seviyesindeki artig ve gen ekspresyonlar1 iizerinden etki ederek iyilesme saglamistir.
Ayrica, zimosan tarafindan indiiklenen SOD'un azalmis aktivitesini onemli Glglide
tersine cevirir ve malondialdehit diizeyindeki artig1 azaltir. Bunlarin yaninda
kurkumin, kan plazmasi ve eritrositlerde glutatyon Seviyesini arttirirken, ayni zamanda
plazmanin oksidan potansiyelini azaltir. In vitro bir ¢alismada da kurkuminin
antioksidan aktivitesinden dolayr niikleer faktor xB aktivasyonunu bloke ettigi
gosterilmistir (Xu et al., 2018).

Kurkumin; antioksidan, antidepresan , antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antitumdr, immino-modulatdr, antispazmodik ve hepatoprotektif gibi genis bir
terapotik etki spektrumunun yani sira Alzheimer hastaligi, tardif diskinezi, major
depresyon ve diger norolojik bozukluklar icin de etki potansiyeline sahip oldugu
yayinlarda bildirilmistir. GU¢lU anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu ve

enflamatuar sitokinlerin retimini inhibe ettigi kanitlanmistir (Sun et al., 2018).
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2.5.4. Kurkumin ve Erkek Infertilitesi

Kurkuminin antioksidatif ve antiinflamatuvar 6zelliklerine baglh olarak, erkek
infertilitesinde spermatozoon kalitesini diizeltmesi ile ilgili arastirmalar giderek
artmaktadir. Kurkumin, in vitro spermatozoon fonksiyonunu (motilite / kapasitans ve
akrozom reaksiyonu / fertilizasyonu) ve in vivo fertiliteyi etkiledigi bildirilmistir.
Kurkuminin intravaginal uygulanmasi, fertilitede anlamli azalmaya neden olmustur.
Kurkuminin spermatozoa motilitesini inhibe ettifine dair molekiiler mekanizmalar

tamimlanmamustir (Zhang et al., 2017, Naz, 2014).

Lokositospermik hastalarda, semen igindeki asir1 H202’in, Spermatozoon
mitokondriyal yapisina ve fonksiyonuna zarar vererek hiicrenin hareketliliginde
diistise yol agar. Lokositospermik hastalarda yapilan in vitro ¢alismada kurkumin,
antioksidan etki ederek H>O2'nin neden oldugu mtDNA ve mitokondriyal solunum
zincirindeki yaralanmay1 dnlemis ve boylece spermatozoa kalitesini ve hareketliligini

korumustur (Zhang et al., 2017).

Sicanlarda yapilan oral kurkumin tedavisinin; spermatozoon sayisini arttirdigi
buna karsilik spermatozoon hareketliligi, anormal spermatozoon konsantrasyonu ve
spermatozoon canliligin degistirmedigi bulunmustur. Ayrica siganlarda testosteron
seviyelerinde artis oldugu goriilmiis ve kurkuminin erkek fertiletisini ve cinsel

islevlerini artirabilecegi gosterilmistir (Abarikwu et al., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Hastaliklar1 Tiip Bebek
Merkezi Klinigine bagvuran, sagliklt goniillii erkeklerden alinan semen ornekleri
calismaya dahil edildi. Calisma protokolii Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi ilag¢ Dist
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve Helsinki Deklarasyonu’na

gore yurutalda.

Semen ornekleri ti¢ giinliik cinsel perhiz sonrasinda mastiirbasyon yontemiyle
steril kaplara alindi. On deneylerde 10 kisiden, deneyler icin ise 40 kisiden alinan
semen Ornekleri kullanildi. Goniillillerden alinan semen Ornekleri kurkumin ve
koenzim CoQ10 antioksidan maddeleri ile donduruldu. Ornekler standart ¢ozme
protokolil ile ¢ozuldi. On deneylerde spermatozoonlarin hareketlilikleri, CASA
(Computer-Assisted Sperm Analysis - Bilgisayar Destekli Semen Analiz Sistemi)
cihazinda; canliliklar1 ise histolojik eozin-nigrasin boyama yontemiyle degerlendirildi.
Belirlenen uygun antioksidan dozlarin ardindan deneylere devam edildi. Deney
gruplarinin dondurma ¢6zme islemi uygulanmasi sonucunda spermatozoonlarin;
hareketlilik - CASA cihazi, canlilik - propidium iodide boyama yo6ntemiyle
immunfloresan ve akim sitometrisi, akrozom biitiinliigli - Peanut agglutinin (PNA)
boyasi ile immunfloresan ve akim sitometri, DNA hasar1 - Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase dUTP Transferase Mediated Nick End-Labeling (Tunel) boyasi ile
immunfloresan ve akim sitometrisi, hicrelerdeki total antioksidan ve oksidan

seviyeleri - biyokimyasal Rel Assay Kit ile degerlendirildi.

3.1. Gereg

3.1.1. Spermatozoon Kriyoprezervasyonu

1. PureSperm 40/80 Dansite Gradiyent Medyum (Nidocan)

2. SpermRinse (Vitrolife, 10101)

3. Sperm Freezing Medium (Sperm Dondurma Medyum) (Vitrolife)
4. Kurkumin (Sigma Aldrich C1386)

5. Koenzim Q10 (Sigma Aldrich C9538)
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6. Kriyovial ( Nunc)
7. Kayne
8. Sicak su banyosu

9. PBS (Sigma, P4417)

3.1.2. CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis - Bilgisayar Destekli Semen

Analiz Sistemi)

1.
2.

CASA (Hamilton Therno/HT Casa Il)

Makler kamarasi (Sefi-Medical Instruments)

3.1.3. Histolojik Eozin-Nigrosin Boyama

o N oo o1 AW N P

. Eozin Y boyas1 (Sigma Aldrich E6003)

. Nigrozin boyasi (Sigma Aldrich N4754)

. NaCl

. Saf su

. Kapatma Medyumu, Entellan (Merck, 107961)
. Lam (Citoglass)

. Lamel (Citoglass)

. Isik Mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

3.1.4. Propidium lodide (PI) Boyama - Immunfloresan Mikroskobu

© 00 N o O B~ N P

. PBS (Sigma, P4417)

. Propidium lodide (LeukoSure Stain Reagent, 562747)
. Inkiibatér (Shellab, 2123)

. Eppendorf Tipl

. Kapatma medyumu, Entellan (Merck, 107961)

. Poli-L-Lizin (Sigma, P8920)

. Lam (Citoglass)

. Lamel (Citoglass)

10. Floresan mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)
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3.1.5. Propidium lodide (PI) Boyama - Akim Sitometrisi
1. PBS (Sigma, P4417)
2. Propidium lodide (LeukoSure Stain Reagent, 562747)
4. Inkiibator (Shellab, 2123)
5. Eppendorf Tupd

6. Akim sitometri (CytoFLEX, A00-1-1102)

3.1.6. Peanut Agglutinin (PNA) Boyama - Immunfloresan Mikroskobu

. PAP-Pen (Sigma, Z377821)

. PBS (Sigma, P4417)

. Peanut agglutinin (PNA) (FL-1071)

. Inkiibatér (Shellab, 2123)

. Kapatma medyumu

. Poli-L-Lizin (Sigma, P8920)

. Lam (Citoglass)

. Lamel (Citoglass)

. Floresan mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

© 00O N o Ok~ W N -

3.1.7. Peanut Agglutinin (PNA) Boyama — Akim Sitometrisi

1. PBS (Sigma, P4417)

2. Peanut agglutinin (PNA) (FL-1071)

4. Inkiibator (Shellab, 2123)

5. Eppendorf Tipl

6. Akim sitometri (CytoFLEX, A00-1-1102)
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3.1.8. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Transferase Mediated Nick
End-Labeling (Tunel) Boyama - Immunfloresan Mikroskobu

1. PAP-Pen (Sigma, Z377821)
2. PBS (Sigma, P4417)
3. Fiksasyon ¢ozeltisi:
. %0.4 PFA
. PBS (Sigma, P4417)
4. Gegirgenlik ¢ozeltisi:
o %0.1 Triton X-100 (Sigma, X100)
o Sodyum sitrat tri-basik dihidrat (Sigma-Aldrich 71405)
. PBS (Sigma, P4417)
7. In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Sigma-Aldrich 11684795910
Roche)
8. Kapatma medyumu
9. Poli-L-Lizin (Sigma, P8920)
10. Lam (Citoglass)
11. Lamel (Citoglass)
12. Floresan mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

3.1.9. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Transferase Mediated Nick
End-Labeling (Tunel) Boyama - Akim Sitometrisi

1. PBS (Sigma, P4417)
2. Eppendorf Tipu
3. Fiksasyon ¢ozeltisi:
%0.4 PFA
PBS (Sigma, P4417)
. Gecirgenlik ¢ozeltisi:
%0.1 Triton X-100 (Sigma, X100)

o

Sodyum sitrat tri-basik dihidrat (Sigma-Aldrich 71405)
PBS (Sigma, P4417)
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5. In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Sigma-Aldrich 11684795910
Roche)

6. Inkiibator (Shellab, 2123)

7. Akim sitometri (CytoFLEX, A00-1-1102)

3.1.10. Biyokimyasal TAS (Total Antioksidan Seviyesi) ve TOS (Total Oksidan
Seviyesi) Olgumii

1. Total Antioxidant Status (TAS) Kiti (Relassay, Turkey)
2. Total Oxidant Status (TOS) Kiti (Relassay, Turkey)

3. Biyokimya Otoanaliz6éri (Mindray BS300)

4. Homojenizator (Heidol Diax 900)

5. Eppendorf Tipl

3.2. YOntem

Alinan ornekler 37°C sicaklikta likefaksiyon i¢in 30 dakika inkiibe edildi. Bu
siire i¢ginde likefiye olmayan semen Ornekleri ¢alisma dis1 birakildi. Likefaksiyon

semenin pipet ucuyla uzayip uzamadiginin kontroliiyle degerlendirildi.

3.2.1. On Deneyler

Likefiye olmus semen Orneginde, koenzim Q10 ve kurkumin
antioksidanlarinin hangi dozlarda semen kriyoprezervasyonunda kullanilabilirligini
ve hucreler (zerinde olas1 toksik etkilerini tespit etmek amaciyla 6n deneyler
gerceklestirildi. Literatiirler de goz oniline alinarak kullandigimiz maddelerin yagda
¢Oziiniirliigli  bilindiginden gliserolde ¢oziilebilicekleri diisiiniildii. Bu amagla
oncelikle saf gliserolde ¢ozuldikleri gosterildikten sonra rutinde kullanilan ve gliserol
iceren spermatozoon kriyoprotektan medyumu ¢oziicu olarak tercih edildi. Kullanim
kolaylig1 agisindan rutin olarak kullanilan bu kriyoprotektanin koenzim Q10 ve

kurkumin ile koruyuculugunun arttirilabilecegi diisiiniilerek ¢aligsma planlandi.

Likefiye olmus semen 6rneginde oncelikle 5 pl alinarak makler kamerasin da

spermatozoonlarin sayisi, hareketliligi ve morfolojik goriinlimii degerlendirildi.
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Normal semen parametrelerine sahip 6rnekler 40/80 gradiyent medyumunda 300 g’de
10 dakika santrifilj edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Altta kalan pelete 5 ml’lik
spermatozoon yikama medyumu eklendi, 300 g’de 10 dakika santriftj edilip
supernatant uzaklastirildi. Altta kalan spermatozoon hiicrelerinin bulundugu pelet
Ornegi 9 gruba ayrild1 ve antioksidan igeren spermatozoon dondurma medyumu ile 1:1

oraninda karistirilarak kriyoviallere (dondurma tiipleri) alind1. Gruplar;

Grup 1: 0,5 ml Spermatozoon Sispansiyonu + 0,5 ml Spermatozoon dondurma
medyumu (SDM) (kontrol),

Grup 2: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢cozdiiriilmiis kurkumin (toplam kurkumin konsantrasyonu 0,25 mM)

Grup 3: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢ozdirilmiis kurkumin (toplam kurkumin konsantrasyonu 0,5 mM)

Grup 4: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢Ozdiiriilmiis kurkumin (toplam kurkumin konsantrasyonu 1 mM),

Grup 5: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢ozdiiriilmis kurkumin (toplam kurkumin konsantrasyonu 1,5 mM)

Grup 6: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢ozdiiriilmiis koenzim Q10 (toplam koenzim Q10 konsantrasyonu 25 uM)

Grup 7: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢Ozdiiriilmiis koenzim Q10 (toplam koenzim Q10 konsantrasyonu 50 uM)

Grup 8: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde

¢ozdirilmiis koenzim Q10 (toplam koenzim Q10 konsantrasyonu 100 uM)

Grup 9: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml SDM icerisinde
cozidiiriilmiis koenzim Q10 (koenzim QI0 konsantrasyonu 150 uM) olarak

dizenlendi.
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Vialler kapatildiktan sonra hafif sekilde alt-Ust edilerek dondurma medyumuyla
karigmasi saglandi ve sivi azot buharma alindi. 30 dakika sivi azot buharinda

tutulduktan sonra 6rnekler sivi azota alindi.

Bir hafta sonra ornekler sivi azottan ¢ikarildi ve 1 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 10 dakika kadar 37°C’lik sicak su banyosunda tutuldu. Sonrasinda
tiiplerin kapaklari agilarak yikama i¢in santrifiij tiiplerine aktarildi ve tzerine fosfatl
tampon soliisyonu (PBS) eklenip 300 g’de 10 dakika santrifiije edildi, iistte kalan kisim
atild1.

Coziinen spermatozoonlarin motilite 6zellikleri CASA (Computer-assisted
sperm analysis - bilgisayar destekli semen analiz sistemi) sisteminde, canliliklar ise

histolojik eozin-nigrozin boyama yontemiyle degerlendirildi.

3.2.1.1. CASA (Computer-assisted sperm analysis - bilgisayar destekli semen

analiz sistemi)

Spermatozoon suspansiyonunun ardisik goriintiilerini bir dedektor dizisine
yansitan, bir c¢er¢evedeki veya 1sik sagilimindaki piksellerin yogunluguna dayali
olarak nesneleri tespit eden ve istenen bilgiyi elde etmek ve ¢iktiy1 tiretmek Uzere 0zel
bir yazilim kullanan bilgisayarli analiz sistemleridir. Sistemler, incelenen ve tarif
edilen her bir spermatozoonun morfolojisi veya hareketi igin birgok veriyi saglar
(Amann and Waberski, 2014).

Bazi CASA motilite parametreleri:

VCL: Egrisel Hiz (um/s). Spermatozoon basinin iki boyutta algilandigi gergek

egrisel yoldaki ortalama hizi. Hiicre canliliginin bir gostergesidir.

VSL: Dogrusal Hiz (um/s). Spermatozoon basinin ilk tespit edilen konumu ile

en son konumu arasindaki diiz ¢izgi siirecindeki ortalama hizi.

VAP: Ortalama yol hiz1 (um/s). Spermatozoon basinin ortalama yoringedeki
hiz1. Bu yoriinge egrisel yolun CASA cihazlarindaki algoritmalara gore diizlestirilmesi

ile hesaplanir.
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ALH (um): Spermatozoon basinin ortalama yolu boyunca laterale dogru saptigi
uzaklik.

LIN: Dogrusallik. Egrisel yorungelerin dogrusalligi, VSL/ VCL.

WOB: Dalgalanma. Gergek yoériingede ilerlerken izlenen dalgalanmanin 6lgiis(,
VAP/VCL.

STR: Dogrusallik. Ortalama yoringenin dogrusalligi, VSL/ VAP.

BCF: Capraz gegis frekansi (Hz). Egrisel yoriingenin ortalama yoriingeden

gecme frekansi.

MAD: Ortalama agisal hareket (derece). Spermatozoon basinin anlik doniisleri

sirasindaki yaptigi agisal degisikligin ortalamasi; seklindedir (Organisation, 2010).

Cozlnen 6rnekten 5 ul alinip CASA sisteminin makler kamarasina Yyerlestirildi.
Farkli alanlardan 5 goriintii kaydedildi ve spermatozoonlarin yukari da yer alan

motilite parametreleri kaydedildi.

3.2.1.2. Eozin-Nigrozin Boya Hazirlanmasi

e 0.67grEozinY

e 10 gr Nigrozin

e 0.9grNaCl

e 100 ml Distile su

e  %0.9’luk NaClI (serum fizyolojik) hazirlamak i¢in 100 ml distile suya 0.9 gr
NaCl eklenip karistirildi.

e Hazirlanan %0.9’luk NaCI’e eosin Y eklenip karistirildi.

e Son olarak nigrosin boyasi ilave edilip, 1sitilarak c¢ozdirildi. Boya

kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogutuldu ve kurutma kagidinda filtre
edildi.
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3.2.1.3. Eosin-Nigrosin Boyama Yontemi

e Eosin-Nigrosin boyasindan 50 pl, dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermatozoon
hiicrelerinde 50 pl alinip ayr bir tiipte karistirild.

e 30 saniye bekletildikten sonra 12 pl’lik damlalar lamlara yayildi.

e Hava da kurutulduktan sonra preparasyonlar entellan ve lamel ile kapatildi.

e X100’lik biiyiitmede incelendi.

e 200 adet spermatozoon sayildi.

e Saglam sitoplazma zarina sahip canli hiicreler, eozini sitoplazmalarina
gecirmedigi i¢in beyaz olarak; 61U spermatozoonlar ise pembe olarak izlendi.

Yzde cinsinden canli spermatozoonlar hesaplandi.

3.2.1.4. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler IBM SPSS for Windows 11.5 (SPSS Inc. Chicago,
IL, USA) programi kullanilarak gerceklestirildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontem Shapiro-Wilk
testi ile incelendi. On deneylerdeki canlilik yiizdeleri ve CASA’daki hareketlilik
parametreleri normal dagilim gostermedigi belirlendiginden bu parametreler, gruplar
arasinda Friedman testi kullanilarak kargilastirildi. P-degeri 0.05°in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuclar seklinde degerlendirildi.

3.2.2. Deneyler

On deneylerdeki CASA ve eosin nigrosin boyama sonuglarina gore
spermatozoonlarin dondurma medyumuna 0,25 mM kurkumin ve 25 uM koenzim Q10
eklenmesinin hiicrelere toksik etki olusturmadigi ve canlilik oranlarinin diger
konsantrasyon gruplarina gore daha yiiksek olmasi hiicrelerin akrozom biitiinliigiini,
DNA yapisint da daha iyi koruyabilecekleri 6n goriisiiyle deneylere bu
konsantrasyonlarda devam edildi.

Deneyler i¢in likefiye olmus semen Orneginden 5 pl alinarak makler

kamarasinda spermatozoonlarin sayisi, hareketliligi ve morfolojik goriiniimi
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degerlendirildi. Normal semen parametrelerine sahip Ornekler 40/80 gradiyent
medyumunda 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Altta
kalan pelete 5 ml’lik spermatozoon yikama medyumu eklendi, 300 g’de 10 dakika
santrifiij edilip supernatant uzaklastirildi. Altta kalan spermatozoon hiicrelerinin
bulundugu pelet 6rnegi 4 gruba ayrildi ve antioksidanli spermatozoon dondurma

medyumu ile 1:1 oraninda kriyoviallerde (dondurma tiipleri) karistirildi.

Gruplar;

Grup 1: 0,5 ml Spermatozoon Suspansiyonu + 0,5 ml Spermatozoon dondurma
medyumu (SDM) (kontrol grubu),

Grup 2: 0,5 ml Spermatozoon Siispansiyonu + 0,5 ml SDM igerisinde ¢ozdiiriilmiis

kurkumin (toplam kurkumin konsantrasyonu 0.25 mM) (K Grubu)

Grup 3: 0,5 ml Spermatozoon Stispansiyonu + 0,5 ml SDM igerisinde ¢ozdiirilmiis

koenzim Q10 (toplam koenzim Q10 konsantrasyonu 25 uM) (CoQ10 grubu)

Grup 4: 0,5 ml Spermatozoon Siispansiyonu + 0,5 ml SDM igerisinde ¢ozdiiriilmiis
kurkumin ve koenzim Q10 (toplam kurkumin konsantrasyon 0.25 mM ve toplam
koenzim Q10 konsantrasyon 25 uM) (K+CoQ10 grubu), olarak belirlendi.

Vialler kapatildiktan sonra hafif sekilde alt-Ust edilerek dondurma
medyumuyla karigmasi saglandi ve sivi azot buharina alindi. 30 dakika sivi azot
buharinda tutulduktan sonra 6rnekler siv1 azota alindu.

Bir ay sonra Ornekler sivi azottan c¢ikarildi ve 1 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 10 dakika kadar 37°C’lik sicak su banyosuna alindi. Sonrasinda
tiiplerin kapaklari acilarak yikama icin santrifiij tliplerine aktarildi ve tizerine fosfatl
tampon soliisyonu (PBS) eklenip 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi, iistte kalan kisim
atild.

3.2.2.1. CASA

e PBS’li spermatozoon hiicrelerinden 5 pl alinip CASA sisteminin makler

kamarasina yerlestirildi.
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e Farkli alanlardan 5 goriintii kaydedildi ve spermatozoonlarin motilite

parametreleri kaydedildi.

3.2.2.2. Propidium lodide (PI) Boyama Yontemi ile Floresan Mikroskobi

e 2 x 108/ ml konsantrasyonunda spermatozoon hiicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile dillie edildi.

e 300 g— 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatanti atild1.

e 500 ul Pl boyama soliisyonunda eklendi ve 4°C’de 10 dakika inkibe edildi.

e Poli-L-Lizin kapli lamlar Pap-pen ile cizildi.

e Boyanan hiicreler lamlara damlatilip yayildi.

e Hochst soliisyonu damlatilip lamel ile kapatildi.

e X100 buyatmede, floresan mikroskobunda incelendi.

3.2.2.3. Pl Boyama Yontemi ile Akim Sitometrisi

e 2 x 108/ ml konsantrasyonunda spermatozoon hiicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile diltie edildi.

e 300 g — 10 dakika santrifiij edildi ve stipernatanti atildu.

e 500 pl PI boyama soliisyonunda eklendi ve 4°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Tupteki hiicreler akim sitometrisi ile analiz edildi.

3.2.2.4. PNA Boyama Yontemi ile Floresan Mikroskobi

e 2 x106/ml konsantrasyonunda spermatozoon huicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile dillie edildi.

e 300 g - 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatanti atild1.

e 500 pl PNA boyama soliisyonunda eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

e Poli-L-Lizin kapli lamlar Pap-pen ile ¢izildi.

e Boyanan hicreler lamlara damlatilip yayildi.

e Hochst soliisyonu damlatilip lamel ile kapatildi.

e X100 buyttmede, floresan mikroskobunda incelendi.
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3.2.2.5. PNA Boyama Yontemi ile Akim Sitometrisi

e 2 x106/ml konsantrasyonunda spermatozoon hiicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile dille edildi.

e 300 g — 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatant1 atildi.

e 500 ul PNA boyama soliisyonunda eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

e Tipteki hiicreler analiz edildi.

3.2.2.6. Tunel (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Transferase

Mediated Nick End-Labeling) Boyama Yodntemi ile Floresan Mikroskobi

e 5 x 10° /ml konsantrasyonunda spermatozoon hiicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile dillie edildi.

e 300 g — 10 dakika santriftj edildi ve siipernatant kismi atildu.

e Pelete fiksasyon soliisyonundan 100 pl eklenip 60 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

e PBSile yikama yapildi ve 300 g — 10 dakika santrifiij edilip, siipernatant kismi
atild.

e Gegirgenlik soltisyonunda 100 ul eklenip buz tzerinde 2 dakika bekletildi.

e PBSile yikama yapild1 ve 300 g — 10 dakika santrifiij edilip, siipernatant kismi
atild.

60 dakika 37°C’de inkibe

e Negatif kontrol: 50 pl Label soliisyonu
} edildi.

Tunel boyama: 50 pl Tunel Mix

Tunel Mix: 50 pl enzim Soliisyonu + 450 pl Label Soliisyonu seklinde

hazirlandi.

e PBS ile yikandi
e Poli-L-Lizin kapli lamlar Pap-pen ile gizildi.
o Negatif ve pozitif boyanan hiicreler lamlara damlatilip yayildu.

e Hochst soliisyonu damlatilip lamel ile kapatildi.
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e X100 buyutmede, floresan mikroskobuyla incelendi.

3.2.2.7. Tunel Boyama Yontemi ile Akim Sitometrisi

e 5 x 10°% /ml konsantrasyonunda spermatozoon hiicresi eppendorf tiipiinde PBS
ile dillie edildi.

e 300 g — 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildi.

e Pelete fiksasyon soliisyonundan 100 pl eklenip 60 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

e PBS ile yikama yapildi ve 300 g — 10 dakika santrifiij edilip, siipernatant kismi
atild.

e Gecirgenlik soltisyonunda 100 ul eklenip buz tzerinde 2 dakika bekletildi.

e PBSile yikama yapildi ve 300 g — 10 dakika santrifiij edilip, siipernatant kismi
atild.

60 dakika 37°C’de inklibe

e Negatif kontrol: 50 pl Label soliisyonu
} edildi.

Tunel boyama: 50 pl Tunel Mix

Tunel Mix: 50 pl Enzim Soliisyonu + 450 pl Label Soliisyonu seklinde

hazirlandi.

e PBSile yikandi

e Akum sitometrisinde incelendi.

3.2.2.8. TAS (Total Antioksidan Seviyesi) Calisma Yontemi

Spermatozoon oOrnekleri ¢6zme islemi yapildiktan sonra homojenizator
cihazinda hiicrelerin pargalanma islemi yapildi. Kriyoviallerdeki 6rnekler eppendorf
tiiplerine aktarildi. 1600 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi baska bir

eppendorf tiipiine ayrildi ve numaralandirildi.

Orneklerin galisilma prensibi: Ornekteki antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli

ABTS radikal soltisyonunu, renksiz ABTS formuna gevirir. 660 nm absorbansdaki
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degisim total antioksidan miktariyla alakalidir. Kitin kalibrasyonu E vitamini benzeri

Trolox Equivalent ad1 verilen stabil antioksidan standardi ile yapilir.

Bilesenler: Tiim reaktifler ve standartlar kullanima hazirdir.

Reagent 1 Buffer Solution
Acetate Buffer 0.4 mol/L pH 5.8
Reagent 2 Prochromogen Solution
ABTS 30 mmol/L

Standard Trolox 1 mmol /L
QC Level 1 Trolox 0.5 mmol /L
QC Level 2 Trolox 2.0 mmol / L

Ornekler Relassay Kkiti ile Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak
calisildi. Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 ul alindi, numuneden 18 pl
alind1 ardindan kiivet i¢inde karistirilip 30 saniye sonra ilk okuma 660 nm yapildi
ardindan reaktif 2’den 45 pl karnistirildi ve inkubatorde 5 dakika bekletilip ikinci
okuma 660 nm yapildi.

3.2.2.9. TOS (Total Oksidan Seviyesi) Calisma Yontemi

Kriyoviallerdeki spermatozoon orneklerine ¢ozme islemi yapildiktan sonra
homojenizatoér cihazinda hiicrelerin parcalanma islemi yapildi. Kriyoviallerdeki
ornekler eppendorf tiiplerine aktarildi. 1600 RPM’de 5 dakika santrifiyj edildi.

Stipernatant kismi1 bagka bir eppendorf tiipiine ayrildi ve numaralandirildi.

Orneklerin ¢alisilma prensibi: Ornekteki oksidanlar ferrik iyonla tiimlesik ferroz
iyon-kiskacini oksitler. Ferrik iyon asidik ortamda kromojen ile renkli bir bilesik
olusturur. Spektrofotometrede Olgiilen rengin koyulugu numunedeki oksidan
molekiillerinin toplam miktarini verir. Kitin kalibrasyonu hidrojen peroxit ile yapilir,
sonuglar litre basina diisen mikromol hidrojen peroksit olarak verilir. (umol H20:

Equiv./L)
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Bilesenler: Tiim reaktifler ve standartlar kullanima hazirdir.

Reagent 1 Buffer Solution
H2SO4 25 mM pH 1.75
Reagent 2 Substrate Solution
H.S04 25 mM pH 1.75
Ferrous ion 5SmM

O-dianisidine 10 nM

Standard H202 10 umol/L
QC Level 1 H202 5 umol/L
QC Level 2 H202 20 pmol/L

Ornekler Relassay kiti ile Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak
calisildi. Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi, numuneden 45 pl
alind1 ardindan kiivet i¢inde karistirilip 30 saniye sonra ilk okuma 530 nm yapildi
ardindan reaktif 2’den 15 pl karistirildi ve inkiibatérde 5 dakika bekletilip ikinci
okuma 530 nm yapildi.

3.2.2.10. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler IBM SPSS for Windows 11.5 (SPSS Inc. Chicago,
IL, USA) programi kullanilarak ger¢eklestirildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontem Shapiro-Wilk
testi ile incelendi. Deneylerde yapilan CASA’daki hareketlilik parametreleri; akim
sitometrisi Propidium lodide (canlilik), Peanut Agglutinin (akrozom biitlinliigli) ve
TUNEL (DNA hasar1) pozitif boyanma yiizdeleri, total antioksidan ve total oksidan
seviyeleri normal dagilim gostermedigi belirlendiginden bu parametreler, gruplar
arasinda Friedman testi kullanilarak karsilagtirildi. P-degeri 0,05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuclar seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. On Deneyler:

10 kisiden alinan semen Orneklerinin herbiri kontrol ve antioksidanli olarak
dokuz farkli grup seklinde dondurma ¢ozme islemi yapildi. Hareketlilikleri CASA

cihaziyla, canliliklari histolojik eozin nigrosin boyama yontemiyle degerlendirildi.

4.1.1. CASA

Gruplardaki dondurma ¢6zme sonrasi spermatozoonlarin hareketlilik ortalama
degerleri Tablo 4.1. yer almaktadir. Bu sonuglara gore, kurkumin ve koenzim Q10
gruplarinin kontrol grubuyla ayri ayri karsilastiritlmasi sonucunda 1 mM kurkumin
dozunun ileri hareketlilik ve LIN degerleri ile 1,5 mM kurkumin VSL degeri kontrole
gore anlaml1 azalis gosterirken, BCF degerinde 1 mM kurkumin ve 100 pm koenzim

Q10 de anlaml1 derecede artig goriilmiistiir.
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Tablo 4.1. Spermatozoon Hareketlilik Parametreleri. Spermatozoonlarin dondurma
cozme sonrast CASA’daki hareketlilik parametreleri. * p<0.05, ** p<0.001, kontrol
gruplarina gore anlamlidir.

= = u @
LER ORES 8 T oy T opE 8 o ES
iy SE3 s UF B S§F 8 208 = &@
SEo SF. fFOME ORE RS RE OB OF mE
i A
Kongrol | 11,79 1,75 B646 6063 2425 3348 430 3377 4870 6714 1847
Kurkumin | 7,16 3,39 8945 3131 16,77 2544 346 2732 4511 33359 20,77
025 mM
Kurkumin | 876 3,89 8735 6107 1339 2904 447 3245 4991 6221 1909
0.5 mM
Kurkumin | 6,15% 2,75 21,10 7360 1940 3398 463 1583% 4629 3415 3798
I mlM
Kurkumin | 6,36 3,35 20,29 3358 1466% 26,77 300 1939 4929 3739 30,60
15mM
Koepzim QI0 | 795 2,57 8948 7469 2001 3114 4356 2936 4680 6140 2264
25 uM
Koenzim QI0 | 10,70 3,06 86,23 61,14 1330 2944 382 3139 4867 6244 2§63
50 uM
Koenzim QI0 | 046 337 87,15 6836 2024 32356 473 3048 4912 3931 1911*
160 uM
Koenzim QI0 | 832 2,80 83,69 6969 2198 3273 4533 3110 4817 3722 1164
150 uM

4.1.2. Eozin Nigrosin Boyama

Spermatozoon dondurma ¢dzme sonrasi yayma preparasyonlart yapildr ve

histolojik eosin nigrosin yontemiyle boyandi (Sekil 4.1.). Her gruptaki preparatlardan

en az 200 hiicre sayildi ve canlilik yiizdeleri belirlendi (Tablo 4.2). Butln gruplar

kontrol grubuyla karsilastirildiginda canlilik yiizdeleri anlamli degildi.
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Tablo 4.2. Spermatozoonlarin dondurma ¢ézme sonrasi canlilik yiizdeleri. p > 0.05;
biitiin gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda canlilik ytizdeleri anlamli degildi.

canl1 %  OlU %
Kontrol 42 58
Kurkumin 0.25 mM 40 60
Kurkumin 0.5 mM 28 72
Kurkumin 1 mM 33 67
Kurkumin 1.5 mM 29 71
Koenzim Q1025 uM 34 66
Koenzim Q1050 uM 26 74
Koenzim Q10 100 uM | 30 70
Koenzim Q10 150 uM | 30 70

¥ 7
- ‘.
\\*
v <«
10 pm 9 10um

Sekil 4.1.. Spermatozoonlarin dondurma ¢ézme sonrasi €0Sin-nigrosin boyanmasi.

Kirmiz1 ok, canli hiicreler; siyah ok, 610 hiicreler.

Gruplarin canlilik ve hareketlilik parametreleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak degerlendirildi. I mM kurkumin ve 100 pM koenzim Q10’un kinetik BCF
parametresinde artis goriilmiistiir. BCF, spermatozoon kafa hareketi yonundeki
degisikliklere olan duyarlilik (kuyruk atiminin bir sonucu olarak) artmistir. Bu
degisken, ortalama yoldaki bas spermatozoon salinimlarmin sikligr ile iliskilidir
(Valverde et al., 2019). BCF degerlerinin bu gruplarda yiiksek olmasimin yaninda
literatlirde BCF degerinin klinik &neminin bilinmemesi, Diinya Saglik Orgiitii niin tiim

CASA cihazlarindaki 6l¢iim kriterlerinin heniiz ortak bir degerde biitlinlesmemesini
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belirtmesi, 1 mM kurkuminde ileri hareketliligin komtrole gore anlamli derecede
diisiik olmas1 ve 100 uM canli yiizdelerinin azalmig olmasi nedeniyle bu gruplar
deneylere dahil edilmemistir (Organisation, 2010). Uygun doz, canlilik ve hareketlilik
parametreleri daha iyi olan 0,25 mM kurkumin ve 25 uM koenzim Q10 gruplari olarak

belirlenmis ve deneylere bu dozlarda devam edilmistir.
4.2. Deneyler

4.2.1. CASA

Dondurma ¢6zme sonrasi spermatozoon hareketliliklerinin CASA sonucu,
CoQ10 grubunda ileri hareketliliginin kontrol ve kurkumin gruplarina gére anlamli
sekilde arttig1 tespit edildi. Hareketsiz spermatozoon yilizdeside CoQ10 grubunda

kontrol ve kurkumin gruplarina gore diisiiktii. CASA verilerinin median degerleri

Tablo 4.3.”de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Spermatozoonlarin dondurma ¢6zme sonrast CASA parametrelerinin
median degerleri. * Kontrol ve kurkumin gruplarina gore p < 0,05 istatistiksel olarak

anlaml fark vardir.

| K s & ¥ %
S uE N 7 B B B3 £ ® £ =
EES BE . L s 5 3 & n g
% _ EgR E A : o FE =
= E LT [ - e i fas| é ]
" Ll " o @ : é = n =
fas| T o = - -
-
Kontrol 503 1408 7875 2434 598 1065 058 2612 4835 52,94 4997
Kurkumin 3548 15,14 7826 207 566 963 062 26 4714 5337 HMe

CoQ10 7.535% 178 73,75* 232 684 1058 0,65 2808 4893 536,73 452

Kurkumin 569 1399 7687 24.16 543 991 064 2758 4835 353,39 49,15
+ CoQ10
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4.2.1. Propidium Iodide (PT) immunfloresan Isaretlenmesi ve Akim Sitometrisi

Analizi

C0zme sonras1 spermatozoonlarin PI immunfloresan boyama ve akim sitometri
degerleri sonucu biitlin gruplarin kontrole gore Ol hiicre yiizdelerinde bir fark
gorilmedi. PI boyama immunfloresan, akim sitometrisi goriintiisii ve degerleri Sekil

4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.”de gosterilmistir.

10 ym 10 ym

Sekil 4.2. C6zme sonrast PI boyasi floresan mikroskobi goriintiisii. Orijinal Biiyiitme

X100
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KONTROL : BPERM KURKUMIN ; SPERM
Q1-UL{%0,00) Q1-UR(%0,02) 1-LL(%0,15) a1-UR(%0,09

FITC-A
FITC-A

Q1-LR(%71,47)

Q1-LR(%73,67)

; T
0 104 107 10° 107 o 10% 10° 10 107

PIPCE.5-A PIPCS.5-A
Co@10 : BPERM K+Co@10: SPERM
Q1-UL%0,00 Q1-UR(%0,01) Q1-UL%0,00 Q1-UR(%0,04

FITC-A
FITC-A

1
1

Q1-LL{%28,7¢ Q1-LR{%71,24) Q1-LL%29,61) 5 Q1-LR{%70,27)
iy iy

o 10t 10° 108 107 o 104 10° 108 107
FIPCS 5-4 FIPCS 5-4

Sekil 4.3. Cozme sonrast PI boyasi akim sitometrisi gorlintiisii.
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Sekil 4.4. Cozme sonrast PI boyasi akim sitometrisi median degerleri. a; p > 0,05

istatistiksel olarak anlamli degildir.

4.2.2. PNA Immunfloresan Isaretlemesi ve Akim Sitometrisi Analizi

(Co6zme sonrasi spermatozoonlarin akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi igin
yapilan PNA boyasimin immunfloresan ve akim sitometrisi sonucu biitiin gruplarin
kontrole gore akrozom biitlinliigli yiizdelerinde bir fark goriilmedi. PNA boyama
immunfloresan, akim sitometrisi goriintiisii ve degerleri Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil

4.7.°de gosterilmistir.

Sekil 4.5. C6zme sonrast PNA boyas1 immunfloresan goriintiisii. Orijinal Biiylitme
X100
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KONTROL : SPERM

KURKUMIN - SPERM

EQ1-UL(%73,33’) Q1-UR{%0,02) EQ1-UL(%78,22) G1-UR(%0,10
B m':':
E Ly
(_')Cl =]
=a =
[’ [’
kS €L
z =
o o
s E
NCI_. -‘-. ND_ Lo
= J01-LLi% 26,62 - Q1-LR{%0,02) = J01-LL{%21,66), Q1-LR(%0,02
AT T T T AT T T T T
A D 10° 10* 107 10° 107 -0 0 10° 104 108 10° 107
FCH.5-A PCE5A
CoQ10: SPERM K+CoQ10 : SPERM
Ja1-UL72,16) 01-UR(%0,01) Jat-uLenT 245 Q1-UR(%0,10)
Ty Lo
=4 S5
= =
T T
= =
= =
o o
= 301-LL| Q1-LR(%0,01) 01-LR{%0,02)
-10° 0 10° 10 108 108 107 0 10% 104 10% 108 107
PCE5-A PCASA

Sekil 4.6. C6zme sonrast PNA boyasi akim sitometri goriintiisii.
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Sekil 4.7. Cozme sonrast PNA boyasi akim sitometri median degerleri. a; p > 0,05

istatistiksel olarak anlamli degildir.

4.2.3. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick end

Labeling) immunfloresan Isaretlemesi ve Akim Sitometrisi Analizi

Cozme sonrast spermatozoonlardaki DNA hasarmin degerlendirilmesi igin
yapilan TUNEL boyasinin immunfloresan ve akim sitometrisi sonucu kurkumin ve
K+CoQ10 gruplarmin hem kontrole hem de CoQ10 grubuna gore anlamli derecede
pozitif boyandigi goriildii. Kontrol ve CoQ10 gruplart birbirine gore benzer DNA
hasar1 olugturdu. TUNEL boyama immunfloresan, akim sitometrisi gorlntiisii ve

degerleri Sekil 4.8., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. C6zme sonrast TUNEL boyas1 immunfloresan goriintusi. Orijinal
Buyltme X100

KONTROL : SPERM

KURKUMIN - SPERM

JaruLemises 1-UR(0,03 Q-ULH26 86 VR0
‘G J s
< %
e oy
) ™
1 -
w w
z z
= P
o o
5 ~ |
L I =R ;
~ J01-LL%a04 Q1-LR(%0,03) Q2L Q2-LR%0.00
TR T T T T T T T T T T AL AL T IR T T
TR T 1 10 108 10 ¢ 0 1t 10 10 17
PCESA PCASA
CoQ10: SPERM K+Con10
1 @1-UL1665) Q1-UR(%0,100 Q2-UL(%3030 QZ-UR(D,1)
%
= «
2= £24
£ £
1 B ]
R T
? :
> %
o | o
O LT e AR08
A0° 0 10 10 1 1w 104 10 10 107
PCASA PCAAA

Sekil 4.9. Cozme sonrast TUNEL boyas1 akim sitometri goriintiisii.
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Kontrol Kurkumin CoQ10 K+CoQ10

Sekil 4.10. Cézme sonrast TUNEL boyas1 akim sitometri median degerleri. Farkli

harfler, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.

4.2.4. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) — Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

G0zme sonrast spermatozoonlarin homojenizasyonundan sonra olusan TAS ve
TOS analizi sonucu biitlin gruplarin antioksidan ve oksidan kapasitelerinde kontrole
gdre anlamli bir fark tespit edilmedi. K+C0Q10 grubundaki TOS ve OSI degerlerinin
CoQ10 grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi. Biyokimyasal TAS ve
TOS degerleri Sekil 4.11.de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Cozme sonrast TAS, TOS ve OSI median degerleri. Farkli harfler, p <

0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.
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5. TARTISMA

Spermatozoon kriyoprezervasyonu, insanda ve evcil hayvanlarda erkek
fertilitesinin korunmasi ve yonetimi i¢in etkili bir yoldur. Kemoterapi ve radyoterapi
gibi sitotoksik tedaviler buna ilaveten cerrahi tedaviler testis yetmezligine veya
ejakilator fonksiyon bozukluguna yol agabilir. Bu gibi durumlarda, spermatozoonlarin
dondurularak korunmasi dogurganligin siirdiiriilebilmesi i¢cin énemli bir ¢ozumdar.
Donmus ¢6ziilmiis semen intrauterin inseminasyon (IUl), IVF veya intrasitoplazmik

spermatozoon enjeksiyonu (ICSI) icin kullanilir (Hezavehei et al., 2018).

Pratik uygulamalarda donmus ¢oziilmiis semen, Ureme tedavilerinde
kullanilmasina ragmen; sogutma, dondurma ve ¢oziilmeyi igeren Kriyoprezervasyon
islemlerinin hiicre zerinde ciddi zarar verici degisikliklere neden olmasi, istenen
oranda basariy1 saglamamaktadir (Amidi et al., 2016). Spermatozoonlarda ¢dzme
sonrast canlilik ve hareketlilikte azalma, akrozomal degisiklikler, subakrozomal sisme,
membran lipid kompozisyonundaki degisiklikler, mitokondriyon hasarlanmasinin
yaninda DNA hasarinda da artis gibi etkiler bilinmektedir (Wang et al., 2014,
Ozkavukcu et al., 2008, O'Connell et al., 2002, Liu et al., 2016). Kriyoprezervasyon
hasarmin arkasindaki mekanizma; ozmotik stres, soguk sok, hiicre i¢i buz kristali
olusumu, asir1 reaktif oksijen tiirlerinin Uretimi (ROS), antioksidan savunma
sistemlerindeki degisiklikler ve bu kosullarin kombinasyonlar1 ile iligkili olabilir
(Amidi et al., 2016).

Son yillarda kriyoprezervasyonun olusturdugu hasar1 engellemek i¢cin KPA’larla
beraber antioksidan maddelerin kullanimi1 6n plana ¢ikmistir. Buradan yola ¢ikarak
calismamizda, literatirde antioksidan olduklar1 bilinen kurkumin ve koenzim Q10
maddeleri  kriyoprezervasyon isleminde kullanildi ve bu antioksidanlarin

spermatozoonlar tzerindeki etkileri incelendi.

Caligmamizda o©n deneyler asamasinda kurkumin ve koenzim Q10
antioksidanlar1 ayr1 ayr1 ve farkli dozlarda kriyoprezervasyon isleminde kullanildi. Bu
On deneylerin sonucunda canlilik ve hareketlilik parametrelerinde anlamli bir

degisiklik tespit edilmedi. Caligmaya canlilik yilizdeleri en yiiksek konsantrasyonlar

56



olan 0,25 mM kurkumin ve 25 pM koenzim Q10 gruplar1 ve ayrica bunlarin ikisinin

de birlikte kullanildig1 gruplar olmak iizere U¢ grupta devam edildi.

Tablo 5.1. Deney Sonuglari
Kontrol = Kurkumin CoQ10 K+CoQ10

Hareketlilik (CASA) v v vV v

Canlilik (PI) X X X X

Akrozom Biitinligii (PNA) v v v v
DNA Hasar1 (TUNEL) v VvV v VvV

Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) - - - i,

Total Oksidan Seviyeleri ++ ++ ++4 +
(TOS)

Oksidatif Stres Indeksi 4 e+ o+ +
(OSI)

Ileri Hareketlik Yiizdesi: v diisik vV orta vV yiksek

Akrozom Biitiinliigii ve DNA Hasar1 Ylzdesi: v disik vV orta VvV yiksek
Canlilik Yiizdesi: X diisik XX orta XXX yuksek

Total Antioksidan Seviyeleri: - diisiik -- orta --- yiksek

Total Oksidan Seviyesi ve Oksidatif Stres Indeksi: + diisiik ++ orta +++ yiiksek

Belirlenen konsantrasyonlarda Kkriyoprezervasyon isleminin ardindan
sonuglar (Tablo 5.1.); gruplar arasinda canlilik yiizdelerine bakildiginda bitln
gruplar kontrolle kiyaslandiginda benzer canlilik yiizdelerine sahipti. Hareketlilik
parametresi olan ileri hareketli spermatozoon yiizdesi koenzim Q10 grubunda kontrole
ve kurkumin gruplarmma gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Akrozom
biitiinliiklerine bakildiginda biitiin gruplarda PNA ile korunmusluk benzer bulundu.
DNA hasar1 ylzdesi, hem kurkumin hemde K+CoQZ10 grubunda kontrole ve CoQ10
grubuna gore anlamli derecede ytiksekti. Kontrol grubuyla CoQ10 grubu birbirine gore
benzer DNA hasar1 ylizdesine sahipti. Biitiin gruplarin total antioksidan seviyelerinde

bir fark tespit edilmedi. Total oksidan seviyelerinde ise kontrolle karsilastirildiklarinda
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gruplarda anlamli farklilik yoktu ancak gruplar tek tek birbiri ile kiyaslandiginda
koenzim Q10 grubunun K+Co0Q10 grubuna gore daha yiiksek oksidasyon seviyelerine

sahip oldugu belirlendi.

Kriyoprezervasyon isleminde olusan buz kristalleri membran biitiinliigiiniin ve
organel fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Plazma membraninda temel olarak
bulunan fosfolipid ve kolesterol, diisiik sicakliklarda zara daha fazla akiskanlik
kazandirirken, Kriyoprezervasyon sirasindaki sogutma islemi membran lipid faz
gegisini arttirir ve membran proteinlerinin bozulmasina neden olur (Di Santo et al.,

2012). Membran biitiinliigiiniin bozulmasi, hiicre canliliginin kaybiyla sonuglanir.

Antioksidan maddeler kriyoprezervasyon isleminde membran biitlinliigiiniin
korunmasini saglamakta ve hiicre canliigimin korunmasina yardimci olmaktadir.
Masoudi ve ark. CoQ10’u kriyoprezervasyonda kullandiginda horoz spermatozoon
hlcresinin canliliklarinini daha iyi korundugunu tespit etmistir (Masoudi et al., 2018).
Chanapiwat ve ark.’nin farkli konsantrasyonlarda kurkumin antioksidani kullanilarak
yaptig1 domuz spermatozoonu kriyoprezervasyon c¢alismasinda ise hiicre canliligin
etkilemedigi bulunmustur (Chanapiwat and Kaeoket, 2015). Bizde calismamizda
kurkumin ve CoQIl0’un hiicre canliligimin korunmasinda etkili olmadiklarini
belirledik. Antioksidanlarin birlikte kullanilmasininda canliligin  korunmasini

etkilemedigini gosterdik.

Mitokondriyonlar i¢ ve dis zarlardan olusan bir ¢ift zar sistemiyle sinirlanmistir.
Ic zarm kivrimlari matriksin igine dogru uzamr. NADH (Nikotinamid Adenin
Dintikleotit), mitokondriyon matriksinde Krebs dongusiinde olusur. NADH ile gelen
elektronlar, elektron tasima zincirine kompleks I’den girer. Bu elektronlarda daha
sonra koenzim Q10 araciligiyla komplek II’e aktarilir ve son olarak sitokrom c
tarafindan, O2’ye akratilacaklar1 yer olan komplek IV’e taginir. Kompleks I 111 ve
IV°deki elektron aktariminda serbest enerjide diisiis olur bu da protonlarin matriksten
zarlar arasi bosluga ¢ikmasinda kullanilir. Sonugta i¢ zarin iki yaninda bir proton
gradiyenti olusur. Proton gradiyentinde saklanan enerji, protonlarin kompleks V
icerisinden matrikse geri doniisii sirasinda ATP sentetaz enzimi aracilifiyla ATP

uretimi igin kullanilir (Cooper, 2016) (Sekil 5.1.) (Larosa and Remacle, 2018).
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succinate NAD(P)H

Matrix

Sekil 5.1. Elektron tasima sistemi.

Koenzim Q10, elektron tasima zincirinin (ETZ) elektronlarini, kompleks I /
II’den Ill’e tasiyan kritik bir bilesendir. Koenzim Q10, sutperoksit anyonunu ve
peroksitleri temizleyerek lipitleri korumakta ve ayni zamanda adenozin trifosfat Ureten
mitokondriyal ETZ’ye yardimci olmaktadir. CoQ10, ozellikle metabolizma hizi
yuksek ve mitokondriyon aktivitesi fazla organlarda yuksek seviyelerde
bulunmaktadir. Hiicrelerdeki mitokonriyon sayisi, biiyiikliigii ve yapisi bu seviyeyi
belirler. Mitokonriyal disfonksiyona sahip hastalarda CoQZ10 tedavisinin organlardaki
semptomlari iyilestirdigi de gdsterilmistir. Infertiliteyle ilgili olarak CoQ10’nun oral
takviye seklinde verildigi bir ¢ok klinik c¢alismada, spermatozoon hareketlilik
parametrelerinin arttigi, morfolojilerinin iyilestigi ve antioksidan aktivitelerinin
yiikselttigi gosterilmistir (Barcelos and Haas, 2019, Alahmar, 2018). Bu sonuglarin
ozellikle CoQ10’un mitokondriyal aktiviteyi arttirmasiyla ilgili  oldugu

diistiniilmektedir.

Carneiro JAM. ve ark.’1 semen 6rneklerinin dondurulup ¢dziilmesi isleminde
koenzim Q10’un spermatozoon hareketlilik parametrelerine olan etkisini ¢alismis ve
dondurulma oncesi yikama sirasindaki santrifiije eklenen CoQ10’un motiliteyi
arttirdigi - gosterilmistir (Carneiro et al.,, 2018). Bu c¢alismadan farkli olarak
calismamizda CoQ10 kriyoprotektan icinde kullanilmis ve literatiirii destekleyici

olarak spermatozoon ileri hareketlilik parametresini arttirmistir.
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Calismalarda, kurkuminin; spermatozoon membran potansiyelinde degisime
neden oldugu, spermatozoon hareketliligi ve islevinde rol oynadigi gosterilmis,
membran hiperpolarizasyonuna neden olarak hiicrenin motilitesini azalttigi
belirtilmistir (Naz, 2014). Spermatozoon Kriyoprezervasyonunda ise motiliteyi arttirici
etkisi gosterilmis ve bu sonug oksidatif stresi azaltmasiyla iligkilendirmistir (Shah et
al., 2017). Calismamizda ise kurkuminin hareketlilik parametrelerine anlamli bir etkisi

olmamustir.

Bucak ve ark. boga semen kriyoprezervasyonu sonrasi kurkuminin membran
biitiinliiglinii korudugu ancak akrozom biitiinliigiinii korumada ise anlamli bir fark
gostermedigini belirtirmis (Bucak et al., 2012), bizde g¢alismamiz da bu sonucu
destekledik. Kurkumin insan semen kriyoprezervasyonunda akrozom biitiinliigiiniin

korunmasinda kontrol ile kiyaslandiginda bir etki gostermemistir.

Koenzim Q10’un hareketliligi arttirmasinin yaninda canliligt ve akrozom
biitiinliigiini de korudugu ¢alismalarda gosterilmistir (Masoudi et al., 2018).

Calismamizda ise akrozom biitlinliigiinii korumada anlamli bir artis goriilmemistir.

Spermatozoon DNA hasarinin etiyolojisi ¢ok faktorliidiir. Primer testikiiler veya
sekonder (6rn. ¢evresel) faktorlere bagl olabilir. Spermatozoon DNA hasariin,
spermatogenez sirasinda anormal protamin ekspresyonu, asirt ROS (reaktif oksijen
tirleri) olusumu ve basarisiz apoptozisin sonucu olduguna inanilir. Insan
spermatozoasinin oksidatif strese duyarliligi, esas olarak spermatozoon plazma
membranindaki doymamis yag asitlerinin ¢oklugundan kaynaklanmaktadir. Bu
doymamig yag asitleri, membran fiizyon olaylar1 (6rn. akrozom reaksiyonu ve
spermatozoon-ovosit etkilesimi) ve spermatozoon hareketliligi igin gerekli olan
akigkanlig1 saglar. Bununla birlikte, bu molekiillerin doymamis dogasi, onlar1 serbest
radikal saldirilarina ve spermatozoon plazma membran: boyunca devam eden lipit
peroksidasyonuna yonlendirir. Bu islem baslatildiktan sonra spermatozoon yiizeyinde

lipid peroksitlerin birikimi meydana gelir ve DNA'da oksidatif hasar olusabilir.

Spermatozoon DNA hasar1 ile semen ROS arasindaki iliski, spermatozoon DNA
hasarmin tedavisinde antioksidanlarin kullaniminin temelini olusturmaktadir (Zini et

al., 2009). Spermatozoon kriyoprezervasyonunda kullanilan antioksidan maddelerin,
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hicrelerde canlilik ve motilite parametrelerini iyilestirdigi ve DNA hasarmi da
azaltigi  gosterilmistir (Aghaz et al., 2018). Sican spermatozoonlarinin
kriyoprezervasyon isleminde kurkuminin kullanilmasinin DNA biitiinliigiinii ve total
antioksidan kapasitesini arttirdigi gosterilmis (Soleimanzadeh and Saberivand, 2013,
Shah et al., 2017) olsa da insan semeni iizerinde yaptigimiz bu caligmada tersine bir
bulgu elde edilerek antioksidan kapasiteyi etkilemedigi ve DNA hasarini da anlaml
derecede arttirdigi sonucuna ulagilmistir. Bunun yaninda K+CoQ10 grubu da

kurkumin grubuna benzer sekilde DNA hasarini arttirmistir.

Asir1 ROS seviyelerinin neden oldugu DNA hasari, spermatozoon hicresinin
apoptozis siirecini hizlandirabilir ve canli spermatozoa yiizdesinde diisiise yol agabilir.
CoQ10Q'un antioksidan 6zellikleri, mitokondriyon ve plazma membraninda diisiik
oksidatif strese ve spermatozoanin DNA biitiinliigiinii korumasina yardimc olabilir.
Yousefian I. ve ark. yaptigi calisma 1 pM konsantrasyonunda CoQI10’un
spermatozoonlarin motilite ve kinetik parametrelerini, mitokondriyal aktiviteyi
arttirdigl, plazma membran biitiinliigiinii korudugu ve DNA fragmantasyon indeksini
diistirdiigiinii gostermistir (Yousefian, 2018). Dondurma ¢dzme islemlerinde CoQ10
kullanilmast; kog¢ (Daghigh Kia et al., 2017), aygir (Yousefian et al., 2014), bufalo ve
sigir  (Wafa, 2016) spermatozoonlarinin plazma membran bitinliiginde ve
islevselliginde iyilesmeler saglamistir. Ancak bizim c¢alismamizda CoQ10’un insan
spermatozoon hucrelerinin DNA hasarinin korunmasi yoniinde bir etkisi olmadigi

saptanmuistir.

Seminal plazmada, enzimatik antioksidanlarin (6rnegin, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz) yani sira ¢esitli non-enzimatik antioksidanlar
(6rnegin askorbat, iirat, E vitamini, piruvat, glutatyon, taurin ve hipotaurin) da
bulunmaktadir. Biyolojik sivilar, tek tek antioksidanlarin 6lgiilmesiyle veya toplam
kiimulatif ve sinerjik etkileri ile degerlendirilir. Bir sonra ki kavram, toplam
antioksidan kapasitesidir ve diisiik seminal TAS seviyesinin erkek infertilitesinde kilit
bir rol oynadigr bilinir. Seminal plazmada total antioksidan durumunun
degerlendirilmesi, infertil erkeklerde spermatozoon treme kapasitesi ve fonksiyonel
yeterliligin degerlendirilmesini iyilestirmede degerli bir arag olarak onerilmistir (Ajina

etal., 2017).
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Kriyoprezervasyonda, seminal plazmadaki total antioksidan kapasitesinin
yiikksek olmasi spermatozoon kalitesini olumlu yonde etkiler (Gurler et al., 2015).
Semen dondurma islemi sirasinda kurkumin kullanimi ile total antioksidan
seviyelerinin daha iyi korundugu belirlenmistir (Soleimanzadeh and Saberivand,
2013). Bizim sonuglarimizda kurkumin total antioksidan seviyesini kontrol grubuna
gore arttirmamig, spermatozoon kalitesine de etkisi belirlenmemistir. Koenzim

Q10’un da total antioksidan seviyesine etkisi olmadig1 gosterilmistir.

Spermatozoonlarin plazma membrani ve mitokonriyonlarinda ¢coklu doymamais
yag asitleri igermesi oksidatif strese (OS) karsi duyarliligini arttirir. Bu nedenle
spermatozoonlarin sogutma ve dondurma/¢6zme islemleri, reaktif oksijen tlrlerinin
artmasina (total oksidan seviyelerinin de artmasina) ve lipid matriksin yapisina zarar
verebilir. Koenzim Q10, antioksidan 6zelliklerinden dolay1 mitokondriyon ve plazma
membranlarindaki diisiik OS’e neden olmustur (Yousefian, 2018). Calismamizda total
oksidan seviyelerine bakildiginda CoQ10’un kontrole gére OS’i arttirmadigi ancak
K+CoQ10 grubuna goére daha yuksek seviyelerde total oksidan seviyeleri oldugu
belirlenmistir. Bu sonuca gore kurkuminin bu oksidan seviyelerini normale diistirmiis
olabilecegi belirlenmistir. Bunun yaninda sadece kurkumin kullanilan grubun oksidan

seviyeleri kontrole gore benzerdir.
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6. SONUCLAR

Kriyoprezervasyon, insan ve farkli hayvan tiirlerinin spermatozoonlarini
korumak icin rutin olarak kullanilmaktadir. Kriyoprezervasyon sonrasi yeterli DNA
biitiinliigliniin korunmasi, paternal (baba) genetik bilginin embriyoya glvenli bir
sekilde iletilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Spermatozoada DNA kirilmalarinin varligt
sadece embriyo gelisim agsamalarinda degil, ayn1 zamanda dogumdan sonra gocukluk

ve yetiskinlik déneminde ciddi olumsuz etkilere neden olabilir (Aizpurua et al., 2017).

Dondurularak sogutma islemi sirasinda, spermatozoon DNA'sinin zarar
gorebilecegi ancak uygun korunma saglandigi takdirde, spermatozoon gekirdeginin
ovositi aktive etme yetenegini koruyabildigi ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) ile embriyolarin meydana getirilebilecegi iyi bilinmektedir. Dondurma/¢ézme
islemini etkileyen bilinen faktorler (sicaklik, pH,buz kristal olusumu vs.) vardir;
bunlarin neden oldugu hasarlarda spermatozoon kalitesini korumak amagli giincel
aragtirmalara ihtiyag¢ vardir (Olaciregui and Gil, 2017).

Spermatozoonlarin sivi azot buharinda yapilan kriyoprezervasyonu yontemiyle
dondurulmalar1 sonucunda, en yiiksek canlilik oranlarina sahip olduklar1 gosterilmistir
(Justice and Christensen, 2013). Bu teknik, diger kriyoprezervasyon yontemlerinden
daha 1iyi sonuglar vermesine ragmen; hiicrelerde DNA, kromatin ve akrozom
biitiinligiinde hasar olusturmaktadir (Rahiminia et al., 2017). Kriyoprezervasyon
sonrasinda hiicrelerde, reaktif oksijen radikal (ROS) tiirlerinin olustugu, apoptozisin
gelistigi ve antioksidan aktivitenin azaldig1 gosterilmistir (Thomson et al., 2009). Bu
durum, dondurma/¢6zme sonrasi spermatozoonlarin, hasar ve disfonksiyonlarina
kars1 etkili antioksidan sistemlerin arastirilmasi gerekliligini dogurmustur. Buradan
yola ¢ikarak yaptigimiz ¢aligmada antioksidan maddeler olan kurkumin ve CoQ10’u

spermatozoon kriyoprezervasyonunda kullandik.

Sonuglarimizda  kurkumin ve  kurkumintkoenzim Q10  gruplarinin
spermatozoon DNA hasarini arttirdigini, koenzim Q10’un ise 6zellikle ileri hareketli
spermatozoon yiizdesini arttirdigint gosterdik. Literatirde kurkuminin hayvan

spermatozoon kriyoprezervasyon calismalarin da olumlu etkilerinin oldugu bildirilse
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de caligmamizla Kkarsilastirildiginda gordiigimiiz DNA  hasar1  varligi, ileri
aragtirmalara ihtiyag oldugunu gostermektedir. Koenzim Q10’un ise hareketliligi
arttirmasinin nedeninin agiklanmasi agisindan organel diizeyinde etkisinin ortaya
cikarilmasi aydinlatict olacaktir. Hareketlilikte CoQ10’un 6zellikle ETZ {izerindeki
etkin fonksiyonu gboz Oniinii alinarak mitokonriyonel aktiviteyi arttirmasi,
kriyoprezervasyonda spermatozoon orta pargasinin etkinliginin belirlenmesine

yardimei1 olacaktir.
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OZET

Insan Semen Kriyoprezervasyonunda Koenzim Q10 ve Kurkuminin
Spermatozoon Morfolojisine ve Fonksiyonuna Etkileri

Spermatozoonlarin  sivi  azot buharindaki  kriyoprezervasyonu  diger
vitrifikasyon yontemlerinden daha iyi sonuglar vermesine ragmen hiicrelerin
hareketlilik, canlilik, akrozom biitiinliigli, DNA ve kromatin yapisinda hasar
olusturmaktadir. Olusan hasar, ciftlerde diisiik fertilite oranlarina neden olmaktadir.
Kriyoprezervasyondaki  bu  problemler  arastirmacilari  farkli  sulandirict
formulasyonlarin gelistirilmesine 6rnegin sulandiriciya ¢esitli hormon, vitamin, seker,
antioksidan gibi maddelerin ilave edilmesine yoneltmistir. Buradan yola ¢ikarak
tezimizde, insan semen érneklerine rutinde kullanilan dondurma medyumuna koenzim
Q10 ve kurkumin antioksidanlarini eklemeyi, dondurma/¢ézme islemi Ssonrasi
medyumlarin  spermatozoonlar1 nasil etkiledigini degerlendirmeyi, bdylece
antioksidan molekdllerin insan spermatozoon kriyoprezervasyonundaki hasar
oranlarindaki etkisini gostermeyi amacladik.

On deneylerle spermatozoonlarin kriyoprezervasyon sonrasi canlilik ve
hareketliliginin kurkumin 25 mM ve koenzim Q10 25 uM konsantrasyonlarinda daha
Iyi sonuglar vermesi nedeniyle ¢alismaya bu dozlarda devam edilmistir. Maddeler
kullanim kolayligi agisindan ve glisrolde eriyebilirilikleri nedeniyle kriyoprotektan
igerisine katilmistir.

Spermatozoon Kkriyoprezervasyonunda kurkuminin, hicrelerin hareketlilik ve
canlilik parametrelerini kontrol grubuyla benzer sekilde etkiledigi tespit edilmistir.
Immunfloresan ve akim sitometrisi sonucu kurkuminin ve K+CoQ10 gruplarmin
hicrelerin akrozom biitiinligiine kontrole gére benzer korunma saglarken, DNA
fragmantasyonunda ciddi artis olusturduklar1 gozlemlenmistir.

Koenzim Q10, spermatozoon canliligini kontrol grubuna benzer sekilde
etkilerken dzellikle CASA (Computer-assisted sperm analysis) sonucu ileri hareketli
spermatozoon yiizdesini anlamli sekilde arttirmistir. Akrozom biitiinligli ve DNA
fragmantasyonuna belirgin bir etkisi tespit edilmemistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, insan semen kriyoprezervasyonunda kurkuminin
kullanilmast hiicrelerde DNA hasarina yol agmaktayken koenzim Q10 spermatozoon
ileri hareketliligine olumlu yonde etki etmistir. Antioksidanlarin birlikte kullanilmasi
dondurma ¢ozme isleminde arti bir koruyucu etki gostermemistir. Aksine DNA
hasarni arttirigtir.  Literatiirde kriyoprezervasyonda olumlu etkilerinin oldugu
kurkuminin daha ileri arastirmalara ihtiyact oldugu goriilmektedir. Koenzim Q10 un
ise hareketliligi arttirmasimnin nedeninin agiklanmasi agisindan organel diizeyinde
etkisinin arastirilmaya ihtiyaci vardir.

Anahtar Sozclkler: Insan spermatozoon hiicresi, kriyoprezervasyon, antioksidan,
kurkumin, koenzim Q10
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SUMMARY

The Effects of Coenzyme Q10 and Curcumin on Spermatozoon Morphology
and Function in Cryopreservation of Human Semen

Although the cryopreservation of spermatozoa in liquid nitrogen vapor gives
better results than other vitrification methods; it damages spermatozoon mobility,
viability, acrosome integrity, DNA and chromatin structure. This damage leads to low
fertility rates in couples. These problems in cryopreservation have led researchers to
develop different diluent formulations, such as addition of various hormones, vitamins,
sugars, and antioxidants to the diluent agents. Starting from this point of view in this
thesis we aimed to add antioxidants called coenzyme Q10 and curcumin in freezing
medium used routinely for human semen samples to evaluate how mediums affect
spermatozoon after freezing / thawing processes, and thus we aimed to show the
effects of antioxidant molecules on human spermatozoon in damaging rates of
cryopreservation.

As the viability and mobility of spermatozoa after cryopreservation gave better
results with curcumin at 25 mM and coenzyme Q10 at 25 pM concentrations in our
experiments, we decided to continue with these doses in this work. The substances
that are soluable in glycerol and also for easy using added into the cryoprotectant
solution.

When compared with the control group, it was determined that curcumin had a
similar effect on cell mobility and viability in spermatozoon cryopreservation. With
the results of the immunofluorescence and flow cytometry techniques it was observed
that curcumin and C + CoQ10 groups provide similar protection to the acrosome
integrity of the cells, while they increase DNA fragmentation significantly when
compared with the control group.

Coenzyme Q10 affected spermatozoon viability in a similar way to the control
group, but the moving forward spermatozoon percentage significantly increased with
Coenzyme Q10 especially in the CASA (Computer-assisted sperm analysis) results.
No significant effect on acrosome integrity and DNA fragmentation was detected.

In conclusion, using curcumin in human semen cryopreservation leads to DNA
damage while coenzyme Q10 positively affected the forward motility of spermatozoon
in this study. The combined use of antioxidants did not show an additional protective
effect in the freezing and thawing processes. Curcumin which has positive effects on
cryopreservation shown in the literature needs further research. In order to explain the
reasons of the effect of coenzyme Q10’s on spermatozoas increasing mobility, there
should be further investigations at the organelle level.

Keywords: Human spermatozoon, cryopreservation, antioxidant, curcumin,
coenzyme Q10
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